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RESUMO 
A revisão da literatura mostra que a caquexia, síndrome comum em vários tipos de 
cânceres, é o fator mais importante que leva a morte prematura dos pacientes. Este 
quadro é caracterizado pela grande perda de peso involuntária e consequente diminuição 
da qualidade e do tempo de vida do paciente. Desse modo, o presente trabalho teve 
como principal interesse o estudo dos mecanismos envolvidos nas alterações do 
metabolismo proteico muscular e cardíaco do hospedeiro frente ao crescimento do 
carcinoma de Walker-256, em ratos adultos, modulados pela suplementação nutricional 
com leucina associada ao exercício físico. Esses animais foram submetidos ao exercício 
físico aeróbio de intensidade leve a moderada e submetidos à suplementação nutricional 
com leucina, e então avaliou-se as vias de sinalização da tradução de síntese proteica na 
musculatura esquelética, parâmetros eletrocardiográficos e biomarcadores relacionados 
à danos no tecido cardíaco. Sabe-se que a suplementação nutricional com aminoácidos 
de cadeia ramificada, mais especificamente com a leucina, pode preservar o conteúdo 
proteico e diminuir o catabolismo muscular esquelético de ratos portadores do 
carcinoma de Walker-256. Por outro lado, o exercício físico promove aumento do 
consumo de glicose, diminuindo assim os níveis de glicose e insulina circulantes, 
consequentemente, reduzindo a oferta desse substrato às células tumorais, melhorando 
ou normalizando a captação de nutrientes pelos tecidos periféricos do hospedeiro. O 
exercício físico proporcionou melhora do quadro caquético, além de promover 
diminuição do crescimento tumoral, estimulou a síntese proteica, modulando 
parâmetros teciduais cardíacos relacionados com a insuficiência cardíaca. A 
suplementação nutricional com leucina melhorou a espoliação corpórea, prevenindo 
possível alteração funcional tanto da musculatura esquelética, quanto da musculatura 
cardíaca. Assim, os resultados aqui apresentados mostraram que os efeitos 
individualizados da suplementação nutricional com leucina e o exercício físico tiveram 
efeitos positivos e modulatórios quanto à depleção proteica, preservando a proteína 
muscular esquelética e cardíaca, recuperando os principais tecidos alvos que são 
afetados pelo estado caquético. 
 
 
 
 
  
 
ABSTRACT 
The literature shows that the cachexia syndrome is commonly found in many types of 
cancers, being the most important factor that leads to premature death of these patients. 
In this state occurs involuntary weight loss, which consequently reduces the life quality 
and survive of these patients. Thus, the present work aimed to study the biochemical 
and molecular mechanisms involved in Walker-256 tumour-induced changes in protein 
metabolism of muscle and heart tissue in adult rats subjected to nutritional leucine 
supplementation and exercise. The animals were submitted to swimming, an aerobic 
exercise with light to moderate intensity, and fed a leucine-rich diet, during 45days. 
After 21 days of tumour growth, the animals were accessed to ECG parameters and 
followed the sacrifice evaluated the cell signalling pathways for protein synthesis in 
skeletal muscle, and biomarkers related to tumour-induced damage in heart tissue. The 
nutritional supplementation with branched-chain amino acids, mainly leucine, can 
preserve the protein content, reducing the catabolism of skeletal muscle in tumour-
bearing rats. On the other hand, exercise promotes an increase in glucose uptake by 
muscle cells, decreasing serum glucose and insulin levels and leading to decrease 
energy supply to the tumour cells. In this way, the exercise can improve or normalise 
the nutrient uptake by host peripheral tissues. The exercise provided an improvement of 
cachectic state, stimulating the muscle protein synthesis, and promoted the reduction of 
tumour growth. However, the changes in heart tissue parameters are related to heart 
failure we found that leucine-rich diet could improve some biomarkers likely suggesting 
the positive benefit of nutritional supplementation. Leucine supplementation provided 
some improvements minimising the body spoliation, as well as preventing possible 
functional alteration of both skeletal muscle and cardiac muscle. Thus, the results 
presented here shows that nutritional leucine supplementation or exercise have 
individual and some specifically modulatory effects. Additionally, this association can 
preserve the protein depletion, maintaining the skeletal and cardiac muscle protein, 
which can clearly conduct to recovering the main target tissues in tumour-induced 
cachectic rats. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Apresentação Geral 
Câncer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doenças, que possuem em 
comum alterações no ciclo celular, levando ao crescimento e proliferação celular 
desordenado. Assim, com o rápido processo de divisão de forma não organizada para o 
tecido de origem, estas células tendem a ser agressivas e incontroláveis, levando a 
formação de tumores ou neoplasias malignas. Além disso, estas células podem invadir 
tecidos e órgãos adjacentes, levando a formação de tumores secundários em locais 
próximos ao primeiro foco tumoral ou formação de tumores distantes quando estas 
células cancerosas caem na circulação e migram para outros locais com determinada 
especificidade, dando origem a nova formação tumoral, denominada de metástase 
(INCA, 2015; WHO, 2015).  
As causas do câncer são variadas e desencadeadas em sua grande maioria por 
fatores externos (ambientais e/ou patológicos) ou por fatores internos (genética), 
estando ambos fatores inter-relacionados. Estes fatores interagem de várias maneiras, 
aumentando o risco de transformações da maquinaria celular, bem como mutações no 
DNA, que promovem malignização das células saudáveis. O surgimento do câncer 
depende da intensidade e do tempo de exposição aos agentes causadores (INCA, 2015; 
WHO, 2015), sendo que o câncer de pulmão, fígado, estômago, colorretal, mama e 
esofágico são atualmente os tipos que mais causam a morte de pessoas no mundo 
(WHO, 2015). 
O câncer é considerado um grande problema de saúde pública, pois é uma das 
principais causas de morte em todo o mundo. Segundo a Organização Mundial da 
Saúde, o câncer foi responsável por 8,2 milhões de mortes em todo o mundo no ano de 
2012 (WHO, 2015). Pela estimativa do INCA, válida para o ano de 2015, serão 
diagnosticados cerca de 576 mil novos casos de câncer no Brasil. Ainda, segundo o 
INCA, a perspectiva para 2030 é de cerca de 21,4 milhões de novos casos em todo o 
mundo, sendo que desses cerca de 13,2 milhões ocasionaram a morte desses pacientes 
(INCA, 2015).  
Alterações metabólicas e comportamentais geralmente são observadas em 
pacientes oncológicos e são responsáveis, na maioria das vezes, pela diminuição da 
qualidade de vida e da resposta destes pacientes aos tratamentos clínicos convencionais, 
disponíveis hoje em dia. 
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Os estudos moleculares e bioquímicos do desenvolvimento e dos efeitos do 
câncer são de extrema importância para permitir a melhora da qualidade de vida desses 
pacientes, principalmente em regiões de baixa renda, onde o custo de tratamento é 
extremamente alto, associado à cura de difícil alcance.  
 
1.1 Câncer - Caquexia 
A revisão da literatura mostra que a caquexia, síndrome comum em vários tipos 
de cânceres, é o fator mais importante que leva a morte prematura dos pacientes. Este 
quadro é caracterizado pela grande perda involuntária de peso e consequente diminuição 
da qualidade e do tempo de vida do paciente (TISDALE, 1997). Dentre os sintomas 
produzidos pelo crescimento neoplásico, a anorexia - decréscimo da ingestão alimentar, 
é a complicação mais frequente, além de hipoglicemia, hiperlacticidemia, 
hipertriglicerolemia e depleção das reservas de glicogênio e de gordura em pacientes 
com câncer (INUI, 1999; TOGNI et al., 2003).  
Estima-se que 50% dos pacientes com câncer eventualmente desenvolva a 
síndrome caquexia-anorexia com progressiva perda de tecido adiposo e muscular, 
inflamação sistêmica e balanço energético negativo (AOYAGI et al., 2015). 
Encontramos, atualmente, muitos trabalhos que relacionam a síndrome 
caquexia-anorexia presente no câncer e atuação desse estado na qualidade de vida do 
paciente oncológico. No entanto, novas informações ainda são necessárias para se 
compreender melhor o papel da neuromodulação, sinalização adrenérgica, regulação do 
sistema imunológico e diferenciação celular durante a progressão do câncer (DEL 
FABBRO, 2015).  
O carcinoma de Walker-256, descoberto em 1928, é um tumor mamário 
espontâneo, que tem sido utilizado em vários estudos, por ser de fácil transplante e 
espécie-específica para ratos. O tumor de Walker é muito invasivo e possui crescimento 
muito rápido, podendo ser afetado dependendo do tipo de nutriente ofertado aos animais 
(BLACK et al., 1994). Além de ser muito agressivo, também é considerado como o 
melhor modelo experimental, pois assemelha-se muito ao quadro de câncer-caquexia 
em humanos (EMERY, 1999). Este tumor causa progressiva perda de peso e é capaz de 
levar à síndrome câncer-caquexia em apenas 5 dias após seu implante em animais 
(BORGES et al., 2014a). Borges e colaboradores (2014a) sugeriram que a determinação 
do estado caquético em animais experimentais pode ser possível através da fórmula: 
[(peso corpóreo inicial – peso corpóreo final + peso do tumor + ganho de peso do grupo 
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controle) / (peso corpóreo inicial + ganho de massa corpórea do grupo controle) x 
100%]. No entanto, sabemos que além desta fórmula, devemos levar em conta aspectos 
bioquímicos e moleculares do hospedeiro e sintomas consequentes que podem predizer 
o início desta síndrome. 
Sabe-se que a síndrome caquexia-anorexia é causada também por alterações 
induzidas pelas citocinas produzidas pelo tumor ou liberadas pelo sistema imunológico 
como resposta à presença do câncer, que promovem lipólise e proteólise nesses 
pacientes (INUI, 1999; TISDALE, 2009). A citocina TNF-α tem sido considerada uma 
das principais responsáveis pelo processo caquético, gerando inflamação de diversos 
tecidos e consequentemente sistêmica. Além disso, em função do alto consumo de 
glicose, principalmente pelo tecido neoplásico, levando à hipoglicemia, associada a 
elevação de citocinas pro-inflamatórias, há o direcionamento e estabelecimento de 
alterações no metabolismo de carboidratos, como o baixo metabolismo de glicose pelos 
tecidos periféricos do hospedeiro com câncer.  
A glicólise anaeróbia que ocorre nas células neoplásicas, em decorrência ao 
elevado metabolismo glicídico nessas células, proporcionará aumento do dispêndio 
energético do paciente, uma vez que o ciclo de Cori, que proporciona a conversão de 
lactato, alanina e glicerol em glicose, eleva muito o déficit energético, agravando ainda 
mais o estado caquético (CORI & CORI, 1925; TISDALE, 1997, 1999 e 2000; 
GLASHEEN & SORENSEN, 2005).  
A espoliação corpórea acontece devido a competição pelos substratos corpóreos, 
beneficiando o crescimento do tumor em detrimento dos tecidos do hospedeiro 
(CARRACEDO et al., 2013). Assim, os sintomas originados durante a caquexia 
ocorrem em prol da evolução do câncer. A perda de tecido adiposo, originado do 
aumento da lipólise, é decorrente da presença do fator de mobilização de lipídeos 
(LMF) produzido pelo tumor (TISDALE, 2000, 2009) e pela presença de citocinas 
como TNF-α. Durante a beta-oxidação presente no processo de lipólise, a proteína 
CPT1C (Carnitina Palmitil Transferase) identificada como oncogene é a principal 
responsável na promoção de energia extra nos momentos críticos para as células 
tumorais, favorecendo assim o crescimento tumoral (CARRACEDO et al., 2013).  
Nos pacientes com câncer, em função da redução da síntese proteica e do 
aumento da proteólise, há intensa perda de massa corporal magra, em particular 
musculatura esquelética, sendo influenciada em proporção direta aos efeitos 
proporcionados pela evolução da massa neoplásica (INUI, 1999; TISDALE, 2000, 
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2009). Como consequência, há fadiga, fraqueza, atrofia muscular e comprometimento 
de muitas funções, como respiratórias e cardiovasculares (MULLIGAN & BLOCH, 
1998). 
Sabe-se que o carcinoma de Walker também induz alterações no processo de 
síntese e degradação proteica muscular em ratos. A degradação proteica é controlada 
pelo sistema ubiquitina-proteossomo e envolve a degradação também de proteína 
miofibrilar. No caso dos animais portadores de tumor, e principalmente aqueles 
implantados com tumor de Walker, há intensa ativação dessa via de proteólise 
ubiquitina-proteossomo, gerenciando grande espoliação principalmente da musculatura 
estriada. Esses parâmetros podem ser melhorados quando se associa a dieta rica em 
leucina e exercício físico a longo prazo (SALOMÃO et al., 2010).  
Diferente do processo de catabolismo encontrado na musculatura esquelética já 
bem estabelecido, na situação de câncer-caquexia pouco se sabe sobre os processos 
relacionados degradação da musculatura cardíaca. Segundo estudos desenvolvidos por 
TIAN e colaboradores (2010 e 2011), a função contrátil do miocárdio e a expressão 
proteica de troponina I encontram-se prejudicadas durante a vigência da caquexia. 
Borges e colaboradores (2014a) também observaram alterações cardíacas, como o 
tamanho e a espessura ventricular reduzidos em animais portadores de tumor de 
Walker-256. Estudos relacionando o crescimento neoplásico e insuficiência cardíaca 
têm sido cada vez mais importantes para melhor compreensão do estado caquético e 
possíveis intervenções terapêuticas (COATS, 2012). 
Mesmo que as observações sobre mortes em pacientes com câncer relacionadas 
à insuficiência cardiovascular não sejam novidades (AMBRUS et al., 1975), somente 
recentemente, estudos focam na possibilidade da caquexia contribuir ou ser a 
responsável para ocasionar a insuficiência cardíaca. Desta forma, as alterações 
observadas na estrutura e no metabolismo da musculatura cardíaca durante o 
desenvolvimento do câncer-caquexia ainda são pouco compreendidas (TIAN et al., 
2010; SPRINGER et al., 2013). 
Na caquexia, a desnutrição é um fator principal da morbidade e alguns 
biomarcadores de desnutrição têm sido avaliados no prognóstico da insuficiência 
cardíaca associados aos piores resultados. Anormalidades cardiorrespiratórias reflexas 
são observadas no câncer caquexia, incluindo “Cheyne Stokes respiration” (padrão 
anormal de respiração – várias respirações profundas seguidas de apnéia temporária) 
(COATS, 2012). 
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Estudos mostram que, pacientes com insuficiência cardíaca crônica possuem 
déficit na musculatura esquelética, que não pode ser explicada somente pelas alterações 
e tamanho do músculo ou nível de atividade física. A caquexia cardíaca também pode 
prejudicar musculatura visceral como, por exemplo, a musculatura respiratória na 
insuficiência cardíaca crônica. Problemas assim também são vistos em pacientes com 
câncer avançado que morrem por conta de problemas cardíacos (COATS, 2012). 
Recentes estudos buscam compreender como a caquexia induzida pelo câncer 
pode levar à danos cardíacos. TIAN e colaboradores (2010 e 2011) observaram que 
camundongos caquéticos apresentaram diminuição da função contrátil e da frequência 
cardíaca, fibrose, atrofia, remodelamento e presença de citocinas pró-inflamatória no 
tecido cardíaco. Outros estudos mostraram que a proteólise e o estresse oxidativo 
induziram danos cardíacos (SPRINGER et al., 2013; HINCH et al., 2013).Vários 
processos como a própria espoliação proteica, podem estar envolvidos neste processo de 
atrofia cardíaca. Entre eles, a morte celular programada, ou apoptose, que pode levar à 
perda de tecido do miocárdio saudável, está aumentada em várias cardiomiopatias (LI et 
al, 1997; SOOMPA et al., 1998; NISHIDA & OTSU, 2008), envolvendo a ativação de 
caspases e clivagem de reguladores de apoptose, que podem estar relacionado com a 
insuficiência miocárdica (DEGTEREV et al., 2003; KUMAR, 2007). 
O uso de biomarcadores em associação com informações da eletrocardiografia 
nos traz subsídios mais acurados sobre o prejuízo cardíaco (MOSLEH et al., 2013; XU 
et al., 2011) e pode nos dizer como este tecido responde às alterações causadas pela 
presença tumoral. No contexto cardíaco, a mieloperoxidase (MPO) é um biomarcador 
de estresse oxidativo e inflamação; enquanto o inibidor tecidual de metaloproteinases 1 
(TIMP-1) está relacionado com remodelamento patológico do tecido, por consequente o 
inibidor de ativador de plasminogênio 1 (PAI-1) está relacionado com riscos de 
trombose e fibrose. Todos estes biomarcadores estão envolvidos em cardiomiopatias 
como disfunção cardíaca, isquemia e falência cardíaca (FLOREA & ANAND, 2012; 
TAKESHITA et al., 2004) que podem ser ocasionadas em algumas situações como a 
caquexia. 
Mudanças no ambiente e situações estressantes como o câncer, por exemplo, 
alteram a temperatura corporal, estimulando grupo de proteínas conhecidas como 
proteínas de choque térmico (HSP) ou proteínas do estresse (JUNIOR, 2005). A 
expressão destas proteínas também pode ser induzida por estresse mecânico, oxidativo e 
por citocinas (FEHRENBACH & NIESS, 1999). Muitos papéis funcionais das HSPs 
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são conhecidos, sendo que algumas dessas proteínas são mais compreendidas e podem 
ser utilizadas como marcadores de injúrias celulares além de alvos terapêuticos 
(KREGEL, 2002), como por exemplo, a HSP90 no câncer, uma vez que, ela auxilia o 
funcionamento de proteínas promotoras de tumores (como a Raf-1, AKT e p53 mutante) 
(CULLINAM & WHITESELL, 2006). Situações de estresse podem ativar vias 
inflamatórias que interferem no processo de proliferação celular, diferenciação e 
apoptose. No câncer, vários estímulos desencadeiam ativações de proteínas conhecidas 
como oncogenes, relacionadas com a iniciação da carcinogênese. 
A indução das HSPs é fundamental nos processos de reparo que ocorrem em 
diferentes tipos de dano celular. O exercício físico é capaz de induzir a síntese de HSP, 
o que parece estar relacionada com a prevenção de desnaturação proteica por radicais 
livres. A síntese de HSP pode causar citoproteção pela inibição da ativação do fator 
nuclear kappa B (NF-κB). Apesar da indução destas proteínas ser sinal de estresse 
fisiológico, esta indução é muito importante nos processos de reparos de diferentes tipos 
de danos celulares (JUNIOR, 2005). Assim como as HSPs, outras proteínas são ativadas 
por vários estímulos como a inflamação, estresse celular como o dano no DNA, etc. A 
NF-κB é uma delas, sendo também alvo de resposta ao estresse.  
O fator de transcrição nuclear kappa B (NFκB) é um fator ativado em distintas 
situações, que participa de controle de vias de sinalização de iniciação e progressão do 
câncer humano. Em condições basais, NFκB permanece inativo por interação com o 
inibidor κB (IKK), até o momento em que os estímulos geram modulação do complexo 
IKBkinase (IKK), tornando então NFκB e IKK principais alvos para terapias do câncer 
(BASSERES & BALDWIN, 2006). 
 
1.2 Leucina 
Os aminoácidos de cadeia ramificada (BCAAs) - valina, isoleucina e leucina – 
são substratos essenciais para síntese de proteína corpórea, bem como importantes 
reguladores desse processo. Esses aminoácidos representam a maior fonte de nitrogênio 
para síntese de glutamina e alanina no músculo, processo esse ativado em doenças 
severas, como o câncer (HOLECEK, 2002). O aumento da taxa de oxidação dos 
BCAAs é comum em respostas inflamatórias sistêmica, induzida pelo câncer, 
contribuindo assim para perda muscular (HOLECEK, 2002).  
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A leucina é utilizada como fonte energética pelo músculo esquelético, podendo 
ser transaminada e oxidada para produzir acetil-CoA e, também, mobilizada do próprio 
músculo, podendo ser fonte de carbono para produção de alanina, que é precursora da 
glicose, via gliconeogênese hepática. Além disso, a leucina e exercícios de resistência 
são potentes estimuladores do aumento da massa muscular, participando do processo de 
sinalização da tradução e transcrição gênica, inibindo a degradação e/ou estimulando a 
síntese proteica muscular.  
Os mecanismos celulares e moleculares que regulam o turnover proteico, 
estimulados pela nutrição e exercício de resistência, ainda são pouco compreendidos, 
embora grandes progressos tenham ocorrido na última década (DRUMMOND et al., 
2009). 
Como já comentado, no quadro de câncer-caquexia ocorre intenso catabolismo, 
principalmente proteico. A caquexia no câncer não pode ser totalmente revertida por 
suporte nutricional convencional por conta do estado hipercatabólico presente 
(ARGILÉS et al., 2015). No entanto, muitos estudos buscam por agentes que possam 
controlar ou minimizar este efeito e que possam ser utilizados a fim de retardar e 
melhorar o processo caquético. Dentre os aminoácidos de cadeia ramificada, a leucina 
destaca-se pelos efeitos benéficos anticatabólicos (TISDALE, 2004). A leucina tem 
papel importante no metabolismo do músculo esquelético, pois além de aumentar a 
síntese proteica, pode diminuir a proteólise muscular, independente de outros 
aminoácidos de cadeia ramificada, como a isoleucina e a valina (ANTHONY et al., 
2001). 
Sabe-se que a suplementação nutricional com aminoácidos de cadeia ramificada, 
mais especificamente com a leucina, pode preservar o conteúdo proteico e diminuir o 
catabolismo muscular esquelético de ratos portadores do carcinoma de Walker-256. 
Este resultado sugere que a leucina pode atuar, direta ou indiretamente, na diminuição 
da depleção de tecidos do hospedeiro, comumente observado durante o progressivo 
crescimento tumoral (SALOMÃO et al., 2010; GOMES-MARCONDES et al., 2003). 
A suplementação nutricional com leucina, além de beneficiar a estrutura do 
músculo esquelético como já foi observado por Salomão e colaboradores (2010 e 2012) 
também se mostra eficiente no aumento da biogênese mitocondrial em musculatura 
esquelética e cardíaca, além de preservar o tamanho de fibras musculares, melhorar a 
coordenação motora e a resistência física quando associada ao exercício físico 
(D´ANTONA et al., 2010). Além disso, segundo TANADA e colaboradores (2015) a 
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suplementação nutricional com aminoácidos de cadeia ramificada (BCAA) preserva o 
peso corpóreo e a função cardiovascular em ratos com caquexia cardíaca, além 
aumentar a taxa de sobrevida destes animais. 
A regulação do turnover proteico muscular esquelético é complexa, mas em 
geral, envolve a interação da degradação proteica com os processos de síntese - 
transcrição e tradução gênica. O inicio da tradução envolve série de eventos necessários 
para a ligação do complexo ribossomal ao mRNA alvo. A leucina pode estimular 
diretamente a síntese de proteínas e/ou através de seu metabólito, o ácido α-
cetoisocaproico (KIC). A síntese de proteína é regulada por interações do mRNA, tRNA 
e fatores de iniciação eucarióticos (eIFs). Leucina pode estimular a tradução através da 
mTOR (mammalian target of rapamycin), regulador chave do controle da tradução, 
sendo essa proteína importante modulador para síntese proteica muscular esquelética. 
Além disso, a leucina pode estimular a absorção de glicose através da ativação da 
proteína quinase C (PKC), em contraste com a insulina, que modula a captação de 
glicose via proteína quinase B (PKB) (DRUMMOND et al., 2009; VENTRUCCI et al., 
2007). 
Estudos mostraram que a via da mTOR pode estar associada ao aumento da 
síntese proteica, a longo prazo no músculo esquelético, devido à correlação positiva 
entre a fosforilação da proteína ribossomal p70S6 quinase 1 (S6K1) e o aumento da 
massa muscular, após estimulação elétrica dos músculos dos membros posteriores de 
roedores, durante 6 semanas (BAAR & ESSER, 1999). Curiosamente, a associação da 
fosforilação S6K1 e massa muscular também foi demonstrada em seres humanos, após 
12 semanas de treinamento físico resistido (TERZIS et al., 2008). Outro estudo feito por 
cultivo celular de miotúbulos C2C12 tratados com leucina, observou aumento da 
fosforilação da mTOR e, consequentemente, aumento da síntese proteica (DU et al., 
2007).  
Para ter certeza do papel da mTOR, a rapamicina, inibidor específico da mTOR, 
é comumente usado para estudar o crescimento de células musculares em modelos 
animais (KIMBALL et al., 1998). Esse ponto foi bem elucidado por BODINE e 
colaboradores (2001), que verificaram que a rapamicina utilizada bloqueou a hipertrofia 
muscular após sobrecarga funcional em roedores, sugerindo papel ainda mais 
importante dessa via da mTOR em controlar o crescimento muscular esquelético. 
Assim, a leucina exercendo ativação da via mTOR pode prevenir a depleção da 
carcaça, preservando a massa proteica corpórea em ratos com tumor (PITKANEN et al., 
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2003; VENTRUCCI et al., 2004), bem como melhorar o balanço nitrogenado, 
recuperando desse modo a massa corporal magra através do processo de sinalização da 
transcrição e tradução no tecido muscular (DRUMMOND et al., 2009). Além disso, a 
leucina aumenta o processo de absorção intestinal de nutrientes em ratas portadoras do 
tumor de Walker, garantindo desse modo o provimento de substratos tanto para os 
tecidos hospedeiros como células neoplásicas (VENTRUCCI et al., 2001). 
Mudanças nutricionais e no estilo de vida são extremamente necessárias para 
qualidade de vida, reposta ao tratamento e sobrevivência durante e após o tratamento 
anticâncer. Pacientes com câncer são orientados a ingestão de dieta equilibrada, rica em 
nutrientes antioxidantes e a pratica de atividades físicas (BROWN et al., 2003). No 
geral, as terapias visam melhorar/recuperar o estado caquético e as condições 
fisiológicas decorrentes (principalmente relacionadas a inflamação e proteólise) sendo a 
intervenção nutricional umas das melhores alternativas na caquexia (ARGILÉS et al., 
2015). 
 
1.3 Exercício Físico 
Sabe-se que a caquexia no câncer leva a várias alterações como diminuição da 
musculatura associada ao aumento da proteólise (ALVES et al., 2015). Segundo a 
literatura, o treinamento bem como a atividade física exercem efeitos positivos, ou até 
mesmo negativos, dependendo do estado em que se encontra o paciente com câncer, 
como também o tipo e evolução da neoplasia, estágio da doença e o tipo de tratamento 
médico. Além disso, esses efeitos estão diretamente relacionados a natureza, intensidade 
e duração do exercício físico e do estilo de vida do organismo hospedeiro (KNOLS et 
al., 2005). 
O exercício aeróbio tem como função melhorar a performance física, bem como 
as reservas corpóreas, aumentando os depósitos de glicogênio (a partir da glicogênio-
sintase, aumentando o depósito e a disponibilidade de glicogênio, sendo esse substrato 
energético mobilizado durante os processos de intensa demanda) (NILSEN & 
WOJTASZEWSKI, 2004). O treinamento com exercício físico aeróbico aumenta 
proteínas efetoras da via da proteína mTOR, aumentando consequentemente a síntese de 
proteína muscular (CREVENNA et al., 2003; ALVES et al., 2015). Assim nos 
pacientes com câncer, a atividade física pode reduzir a fadiga, melhorando a força e a 
resistência muscular (AL-MAJID & MCCARTHY, 2001; DIMEO et al., 1998; LUCÍA 
et al., 2003; THORSEN et al., 2003; LAVIE et al., 2015; ALVES et al., 2015). 
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Estudos demonstraram que, em animais, o exercício de intensidade moderada 
diminuiu a incidência de tumores transplantados, reduziu os sintomas neoplásicos e o 
crescimento tumoral, como também o surgimento de metástases (SHEWCHUK et al. 
1997). DANERYD et al. (1995) observaram que exercício físico em ratos implantados 
com tumor adiou o quadro de anorexia e caquexia; promoveu aumento da taxa 
metabólica, da biogênese das mitocôndrias no músculo esquelético e da capacidade 
antioxidante (DANERYD et al., 1990 e 1995).  
A prática de exercício físico aeróbico durante o processo de câncer-caquexia é 
capaz de retardar o crescimento tumoral e o catabolismo muscular em animais 
portadores de tumor de Walker-256. Vários trabalhos mostram que com esse modelo 
tumoral, o exercício promoveu o aumento de consumo aeróbico de substratos, aumento 
do número de células do sistema imunológico, associados ao aumento de sobrevida, 
diminuição do crescimento tumoral e aumento da biogênese mitocondrial (ALVES et 
al., 2015). 
Sabe-se que o exercício aeróbico no câncer-caquexia retarda o crescimento 
tumoral e o catabolismo muscular em animais portadores de tumor de Walker-256. A 
intensa ativação dos sistemas ubiquitina-proteossomo e da autofagia é responsável pelo 
aumento de catabolismo (diminuição proteica muscular), sendo responsável pela morte 
prematura da maioria dos pacientes com câncer. O exercício físico aeróbico pode 
melhorar alguns parâmetros como remodelamento de proteínas contráteis e 
bioenergéticas, induzindo adaptação da musculatura esquelética, biogênese mitocondrial 
e melhorando também a capacidade antioxidante (ALVES et al., 2015; LAVIE et al., 
2015). 
Por outro lado, em pacientes com câncer, a atividade física regular e monitorada, 
modula as respostas do organismo, melhorando os processos antioxidantes celulares, 
aumentando o consumo de oxigênio, reduzindo náusea, depressão e a fadiga, e 
consequentemente, melhorando a qualidade de vida desses pacientes (AL-MAJID & 
MCCARTHY, 2001; DUNCAN et al., 1997; ROBERTS & BARNARD, 2005). A 
atividade física promove aumento do consumo de glicose pelos tecidos periféricos, 
consequentemente, reduzindo a oferta desse substrato às células tumorais (ANTHONY 
et al., 1999). 
A modulação da concentração dos hormônios corticosteroides, bem como de 
citocinas, induzida pelo exercício, aumenta a resposta imunológica, normalmente 
deprimida durante o desenvolvimento neoplásico (BACURAU et al., 2000). Como 
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efeito positivo produzido pela atividade física, a resistência periférica à insulina, 
presente no hospedeiro com câncer, é também normalizada e as alterações nos níveis 
dos hormônios catabólicos e anabólicos são modificadas (DANERYD et al., 1995). 
As desordens metabólicas que ocorrem em organismos insulino-resistentes, 
como na caquexia podem exercer efeitos sobre estruturas envolvidas no mecanismo de 
respostas ao estresse, como o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA). Por outro lado, 
o treinamento físico exerce efeitos positivos sobre o organismo, podendo promover 
alterações endócrino-metabólicas mesmo nas condições adversas, como na resistência à 
insulina, na ausência de hormônios da hipófise anterior, entre outras, auxiliando na 
homeostase corporal. Além dos efeitos sobre o metabolismo intermediário, o 
treinamento físico exerce influência sobre o eixo HHA (PAULI et al., 2005; LIRA et 
al., 2011). O estresse estimula a liberação do ACTH, modificando sua ritmicidade de 
secreção normal ou concentração. Sintomas observados em várias doenças, como o 
estresse metabólico observados em pacientes portadores de tumor, estimulam a secreção 
de hormônios catabólicos como o ACTH e cortisol (PAULI et al., 2005). 
O treinamento de exercício físico promove efeitos positivos no processo de 
câncer-caquexia diminuindo a inflamação de tecido adiposo e da região hipotalâmica, 
além de melhorar o comportamento depressivo e a qualidade de vida (LIRA et al., 2011, 
2012, LIU et al., 2013). Além disso, aumenta a capacidade oxidativa, resposta 
inflamatória e resistência à insulina preservando desta forma a performance muscular. 
No entanto, há evidências que o exercício físico do tipo endurance provoca anemia e 
alterações cardíacas (ARGILÉS, 2012).  
Quando bem administrado o exercício pode exercer efeito terapêutico. Assim, 
quando bem supervisionado, o exercício físico pode ser excelente alternativa no auxílio 
do tratamento e reabilitação dos pacientes com câncer, melhorando tanto as funções 
fisiológicas e como psicológicas, tais como, ansiedade e depressão (SEGAL et al., 
2001; SEGAR et al., 1998).  
Outros estudos apontam que o exercício físico também preserva a massa 
corpórea, uma vez que exerce efeito positivo para o processo de síntese proteica 
(SALOMÃO et al., 2010; SALOMÃO & GOMES-MARCONDES, 2012; KNOLS et 
al., 2005; CREVENNA et al., 2003; ALVES et al., 2015). Dentre as estratégias 
terapêuticas, o exercício físico aeróbico destaca-se por ser um dos mais efetivos para 
atenuar o desgaste da musculatura esquelética (ALVES et al., 2015). 
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1.4 Exercício e atividade cardiovascular 
A prática de exercício físico aeróbio promove melhora de varias funções 
fisiológicas, como por exemplo, o pulmonar, muscular esquelético e cardiovascular; 
destacando-se principalmente a função sistólica e diastólica cardíaca, considerada ponto 
central de investigações (LAVIE et al., 2015). 
A maioria dos benefícios fisiológicos do treinamento de exercício aeróbico 
envolve principalmente a capacidade cardiorrespiratória, como: redução da pressão 
arterial, melhora da variabilidade de frequência cardíaca, melhora da função endotelial, 
redução da viscosidade sanguínea e plasmática, aumento da densidade mitocondrial, 
diminuição da demanda de oxigênio pelo miocárdio. Além disso, o exercício aeróbio 
também reduz o risco de desenvolvimento de hipertensão, diabetes e síndrome 
metabólica (LAVIE et al., 2015, ). 
Pacientes com problemas cardíacos, como por exemplo, a insuficiência cardíaca, 
apresentaram diminuição do rendimento energético relacionado com a prática de 
atividade física, provavelmente causado pela diminuição da massa muscular (PINEDA-
JUÁREZ et al., 2015; LAVIE et al., 2015, ALVES et al., 2015). No entanto, deve-se 
levar em conta o grau da doença e que os pacientes estejam clinicamente em condição 
estável, sabendo que o treinamento aeróbio deve ser realizado a partir da normalização 
da capacidade aeróbia de cada paciente (LAVIE et al., 2015, ALVES et al., 2015). 
Quando de intensidade moderada, o exercício físico é recomendado para pacientes com 
insuficiência cardíaca como tratamento coadjuvante não farmacológico (ALVES et al., 
2015), assim como para pacientes com doença arterial coronária, melhorando a função 
endotelial (VONA et al., 2009). 
Há poucos estudos que buscam compreender melhor as respostas de 
intervenções com diferentes tipos de exercício físico em pacientes cardiopatas. No 
entanto, pacientes que sofreram infarto do miocárdio, apresentaram melhora da 
disfunção endotelial quando foram submetidos ao treinamento de exercício físico 
aeróbio logo após a sintomatologia do quadro agudo (VONA et al., 2009). 
Estudos mostram que dentre as terapias estratégicas não farmacológicas, o 
exercício físico parece ser a medida mais promissora para prevenir ou amenizar o dano 
cardíaco. Além de mecanismos celulares, o exercício induz cardioproteção e eleva os 
níveis de antioxidantes no miocárdio (PADRÃO et al., 2015). No entanto, poucos 
estudos foram realizados mostrando a efetividade de exercício físico para evitar a 
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caquexia e para melhor compreensão sobre o remodelamento cardíaco relacionado ao 
câncer (PADRÃO et al., 2015). 
O câncer e a insuficiência cardíaca são doenças diferentes, mas com sintomas 
semelhantes quanto à caquexia cardíaca, gerando o mesmo quadro patológico 
relacionado à degradação muscular miocárdica (ALVES et al., 2015). De acordo com a 
literatura, o processo catabólico que ocorre no miocárdio em decorrência da caquexia, 
parece ser diferente do que ocorre no músculo esquelético, já estabelecido (TIAN et al., 
2010). Assim como mencionado, a ativação do sistema ubiquitina-proteossomo, bem 
como do sistema de autofagia, intensificando o aumento de catabolismo seriam os 
responsáveis pela morte prematura da maioria dos pacientes com câncer e caquexia 
cardíaca (ALVES et al., 2015).  
Na insuficiência cardíaca, também observada em pacientes caquéticos, o 
exercício promove aumento das atividades de enzimas oxidativas e defesas 
antioxidantes. O exercício físico agudo estimula o sistema ubiquitina-proteossomo, bem 
como a autofagia e por consequência levando a proteólise, danos de proteínas 
miofibrilares e organelas. Já o treinamento proporciona aumento do conteúdo e função 
mitocondrial e aumento de proteínas miofibrilares, por conta de aumento da síntese 
proteica (ALVES et al., 2015). 
O exercício físico aeróbico pode melhorar alguns parâmetros como 
remodelamento de proteínas contráteis e bioenergéticas, biogênese mitocondrial e 
melhora da capacidade antioxidante. O treinamento com exercício físico aeróbico age, 
principalmente, nos principais efetores e mediadores da caquexia, atenuando os 
sintomas, tornando-se um dos principais métodos de terapia coadjuvante no câncer-
caquexia (ALVES et al., 2015; LAVIE et al., 2015). 
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2. OBJETIVOS 
Sabendo-se que o aminoácido leucina atua promovendo a sinalização celular, 
inibindo o catabolismo proteico e estimulando o processo de síntese proteica no 
músculo esquelético (resultados prévios), e o exercício físico proporciona alterações 
metabólicas voltadas à síntese proteica, no presente trabalho, avaliamos os efeitos da 
dieta rica em leucina sobre atividades metabólicas da musculatura esquelética e 
cardíacas em ratos treinados e portadores de tumor de Walker-256. 
2.1 Objetivos específicos 
1. Na hipótese de avaliar os efeitos da leucina e/ou exercício sobre gasto 
energético, os animais portadores ou não de tumor foram avaliados quanto à taxa 
metabólica, analisando-se o consumo de O2 e produção de CO2.  
2. Os efeitos da suplementação nutricional associada a atividade física 
também foram avaliados no músculo esquelético, quanto a expressão de PPAR- 
(peroxisome proliferator-activated receptor - PPAR) e HSPs (heat shock proteins 
(HSPs), já que são moduladas negativamente em situação de resistência periférica a 
insulina, como é o caso das doenças metabólicas e também no estado de caquexia como 
dos animais com tumor. 
3. Análise da expressão gênica de proteínas da via de sinalização de síntese 
proteica estimulada pela via mTOR e fatores de inicialização eIF2, eIF4G, 4EBP1, eIF5, 
p70 S6K1, no músculo gastrocnêmio dos ratos portadores de tumor, treinados ou não e 
submetidos à dieta rica em leucina. 
4. Analisar, a partir de citometria de fluorescência, utilizando-se kits 
específicos, a sinalização das proteínas envolvidas no processo de síntese proteica, 
como STAT3 e STAT6, fosforilada e não, Akt-PKB fosforilada e não, p70 S6Kinase 
fosforilada e não, Erk/MAPKinase fosforilada e não, NFκ-B (total e fosforilada), IKK 
além do substrato do receptor de insulina (IRS1), no músculo gastrocnêmio de ratos 
com tumor de Walker, treinados ou não e submetidos à dieta rica em leucina. 
5. Avaliação da função cardíaca por meio de eletrocardiografia, análises de 
biomarcadores como MPO, TIMP-1 e PAI-total, bem como a atividade de enzimas 
envolvidas no processo de proteólise como quimotripsina, calpaína e catepsinas na 
musculatura cardíaca de ratos portadores de tumor ou não e submetidos à dieta rica em 
leucina. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 3.1 Animais 
Foram utilizados 125 ratos machos Wistar, com 45 dias de idade, pesando 230,6 
+ 3,0 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP, que foram 
submetidos ao treinamento físico – natação – até a fase adulta (90 dias), permanecendo 
em sala experimental do Laboratório de Nutrição e Câncer, sob condições controladas 
de luz (12 hs claro/ 12 hs escuro), de temperatura (22+2ºC) e umidade (50 a 60%), 
recebendo dieta e água ad libitum (Figura 1).  
A manipulação dos animais com tumor seguiu regras do comitê internacional 
de pesquisa em câncer (United Kingdom Co-ordinatting Committee on Cancer 
Research, UKCCCR, 1998) (VALE et al., 2005). O protocolo experimental número 
2678-1, foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética na Experimentação Animal, 
CEEA-IB-UNICAMP número 2678-1. 
 
3.2 Dietas 
As dietas semipurificadas isocalóricas seguiram padrão AIN-93G (REEVES et 
al, 1993), contendo 18% de proteína normoproteica (C), ou 18% de proteína acrescida 
de 3% de L-leucina - alto teor de leucina (L) (Tabela 1, e Figura 1). O ajuste da dieta 
rica em leucina foi feito reduzindo-se a quantidade equivalente de carboidratos. Foram 
adicionados cerca de 70% de carboidratos (sacarose, dextrina e amido), 7% de gordura 
(óleo de soja) e 5% de fibra (micro-celulose purificada) às dietas e complementadas 
com mistura vitamínica e de sais minerais, bem como cistina e colina. A dieta controle 
contém, na caseína utilizada como fonte de proteína, o equivalente a 1,1% de L-leucina. 
O aminoácido leucina e o amido foram doados por Ajinomoto Interamericana Ind (São 
Paulo, Brasil) e Ingredion (São Paulo, Brasil) respectivamente. 
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Tabela 1: Composição de dietas semi-purificadas de acordo com AIN- 
93M. 
 Ingredientes * Normoproteica   Leucina  
Amido de milho1 397,5 g  385,5 g 
Caseina** 200 g  200 g 
Dextrina1  132 g  122 g 
Açúcar  100 g  90 g 
Fibra de microcelulose  50 g  50 g 
Mistura de sais
***
   35 g  35 g 
Mistura de vitaminas
***
  10 g  10 g 
Cistina2  3 g  3 g 
Colina 2,5 g  2,5 g 
Óleo de soja  70 g  70 g 
Leucina2 -  30 g 
*Composição e quantidade de nutrientes para 1Kg de dieta, baseada em American Institute of 
Nutrition – AIN-93 (REEVES et al, 1993); ** Correção de caseína para o conteúdo de proteína 
total igual a 74,4%; *** De acordo com AIN-93 (REEVES et al, 1993); 1Doação por Ingredion. 
2Doação por Ajinomoto Brasil.  
 
 
  
 
 
 
3.3 Protocolo Experimental  
Ratos com 45 dias de idade foram distribuídos inicialmente em dois grupos, de 
acordo com a atividade física ou não: controle sedentário (C) e controle exercitado 
(CE). Após 45 dias de treinamento físico, agora com 90 dias de idade, os animais foram 
redistribuídos em 08 grupos experimentais, de acordo com a presença ou não do 
carcinoma de Walker-256, submetidos ou não à suplementação de leucina e exercitados 
ou não, a saber: controle sedentário (C), tumor sedentário (W), controle exercitado 
(CE), tumor exercitado (WE), leucina sedentário (L), tumor leucina sedentário (WL), 
Figura 1: À esquerda: animais mantidos em caixa com dieta e água ad libitum. À 
direita: preparo das dietas semi-purificadas de acordo com AIN- 93M. 
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leucina exercitado (LE) e tumor leucina exercitado (WLE), segundo esquema 
apresentado a seguir: 
 
 
Os animais permaneceram em gaiolas coletivas durante todo o período 
experimental, onde foram avaliados os pesos corpóreos (três vezes por semana).  
Após aproximadamente 21 dias de crescimento tumoral ou período pré-
agônico (o qual corresponde em média 21 dias após o implante tumoral), os animais 
foram submetidos à avaliação cardíaca por eletrocardiograma e sacrificados, por 
decapitação após 24 horas da última sessão de exercício físico, para coleta de sangue e 
ressecção dos tecidos e órgãos. 
 
3.4 Implante Tumoral 
O implante do carcinoma de Walker-256 (linhagem proveniente do Banco 
de Tumores Christ Hospital Line, Arthur D'Little, EUA) foi efetuado no tecido 
subcutâneo da região do flanco direito, inoculando-se 2,5x10
6
 células viáveis por 
inóculo provenientes de animais doadores, método descrito e padronizado em nosso 
laboratório (GOMES-MARCONDES et al., 1998) (Figura 2). 
Os animais dos grupos controle (não implantados com tumor) receberam 
inoculação de 0,5mL de solução fisiológica (0,9% de NaCl) no tecido subcutâneo do 
flanco direito, perfazendo o grupo sham. 
45 
dias 
21 
dias 
Ratos (45 dias de idade) 
 Sedentário (S; 90 dias de idade) 
Controle (C) n=20 
Leucina (L) n=19 
Walker 256 (W) n=13 
Leucina + Walker 256 
(WL) n=17 
Exercitado (E; 90 dias de didade) 
Controle (CE) n=16 
Leucina (LE) n=16 
Walker 256 (WE) n=10 
Leucina + Walker 256 
(WLE) n=14 
Esquema 1: Protocolo experimental de acordo com período em que os animais foram submetidos 
ou não ao treinamento e evolução tumoral. 
27 
 
 
 
 
 
 
3.5 Exercício Físico 
O exercício físico compreendeu de natação aeróbia leve, sem sobrecarga 
corpórea, 5 vezes por semana durante seis semanas (de SOUZA et al, 2003; LEME et 
al, 2008; GOMES et al, 2006). O período de adaptação para condicionamento físico 
teve início de forma lenta e gradual. O período inicial foi de 5 minutos, aumentando-se 
gradativamente 5 minutos de exercício a cada dois dias, durante as duas primeiras 
semanas. A partir da terceira semana, foi aumentado o tempo de natação, 
acrescentando-se 5 minutos por dia, também de forma gradativa, atingindo o máximo de 
45 minutos por dia, a partir da 4ª semana. Para o treinamento, utilizou-se tanque (1m
3
) 
com agua limpa, renovação, e aquecida a 30+2ºC, onde oito animais, por vez, eram 
colocados para o procedimento de treinamento (Figura 3). Após o período total de seis 
semanas (em média 42 a 45 dias de treinamento), os animais dos grupos com tumor 
foram inoculados com suspensão de células do tumor de Walker-256 como descrito na 
seção 3.4 e o treinamento continuou por mais 21 dias até os sacrifícios desses animais. 
Quanto ao protocolo de treinamento, tem-se o total de seis semanas pré-tumor e mais 
três semanas pós-tumor, correspondendo ao total de 9 semanas experimentais.  
 
 
Figura 3: Treinamento físico dos animais, em piscina aquecida 
(1m
3
). Os animais eram mantidos em constante movimentação, 
mantendo-os afastados para que pudessem circular livremente pela 
área da piscina. 
Figura 2: Tumor de Walker implantado no flanco direito do animal 
após aproximadamente 21 dias do implante de células de Walker 
256. Ulceração aparente na pele adjacente à massa tumoral. 
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3.6 Análises de Taxa Metabólica  
Individualmente, os animais foram acondicionados em respirômetros, 
hermeticamente fechados acoplados ao analisador de CO2 e O2 (MOCON PAC CHECK 
– modelo 650) (Minneapolis, USA) (Figura 4). Analisou-se para cada animal, o CO2 
produzido confrontado com o valor inicial de CO2 contido na câmara; também, 
analisou-se o O2 consumido, também confrontado com o valor inicial de O2 da câmara. 
A calibração da câmara representou o tempo 0 de analise do conteúdo de O2 e CO2 e as 
medidas subsequentes, já com o animal no interior da câmara, foram realizadas a cada 1 
minuto durante 5 minutos.  
A análise da taxa metabólica foi feita em dois momentos: 1º momento pós-
treino (após 45 dias de natação) e 2º momento pré-agônico na semana anterior ao 
sacrifício, correspondendo ao 21º dia após o implante tumoral. Assim, foram calculadas 
as medidas de taxa metabólica utilizando-se a seguinte fórmula: 
 
 
 
A taxa metabólica foi calculada a partir do quociente respiratório QR = 
variação da produção de CO2/ consumo de O2, correspondendo ao quociente 
respiratório, e então expressa como Kcal/100g/min. 
A taxa metabólica individual correspondeu à primeira medida parâmetros 
relacionados à atividade física e aos efeitos da suplementação nutricional; e a segunda 
medida correspondeu aos efeitos do crescimento tumoral, utilizando-se o padrão de 
controle da primeira medida para a segunda medida da taxa metabólica 
(RAKOTONIRAINY et al., 2001). 
  (Produção de CO2/ Consumo de O2) x 4,85 Kcal de CO2 consumido x min 
    Peso corpóreo (g) 
 
x 100 TM = 
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3.7 Quantificação e expressão das proteínas de sinalização celular no 
músculo gastrocnêmio  
- Análises de sinalização  
As amostras do músculo gastrocnêmio foram homogeneizadas com tampão de 
lise (Multiplex MAP Cell Signaling buffer - Millipore, EUA) de acordo com as 
instruções do fabricante. 
Para quantificar as proteínas de sinalização de síntese proteica, utilizamos 
citometria de fluxo por fluorescência de beads que nos permite avaliar proteínas 
fosforiladas e não fosforiladas. Assim, as análises das proteínas de sinalização de 
síntese proteica (mTOR
Ser 2448
 fosforilada ou não, JNK
Thr183/185
 fosforilada ou não, 
STAT3
Ser 727 
e STAT6
Tyr 641
 fosforilada e não, Akt-PKB
Thr 308
 fosforilada e não, 
p70S6Kinase
Thr 412
 fosforilada e não, Erk/MAPKinase
Thr 185/187
 fosforilada e não, 
NFκBSer 536 fosforilada e não, IKKSer 32 fosforilada e não, além do substrato do receptor 
de insulina IRS1
panTyr
)
 
foram feitas a partir de ligante antígeno anticorpo, por meio de 
kits específicos, seguindo-se orientação do fabricante, para ensaio em citometria de 
fluxo por fluorescência, utilizando-se o equipamento Luminex 200 (Millipore, USA). 
Os dados foram analisados pelo software xPONENT (Luminex) (SHARMA et al., 
2012). 
 
- Reação de cadeia polimerase por transcrição reversa em tempo real (RT-
PCR) 
Figura 4: Aparato de análise de taxa metabólica do animal 
acondicionado em respirômetro acoplado ao analisador de 
CO2 e O2. 
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Para investigar a expressão gênica das proteínas de sinalização de síntese 
proteica, para os músculos dos diferentes grupos (músculo esquerdo de cada animal), 
foi utilizada análise de reação em cadeia de polimerase por transcrição reversa em 
tempo real (RT-PCR) (SALOMÃO et al., 2014).  
A extração de mRNA foi realizada com reagente Tri-Reagent – Sigma, seguindo 
especificações do fabricante. O RNA foi quantificado por espectrofotômetro a 260 nm 
NanoVue (Espectrofotometro NanoVue PLUS DNA/RNA/Prot GE Healthcare Bio-
Sciences Inc, EUA) e pureza determinada por eletroforese em gel de agarose 1% em 
Tris borato, pH 8,3 e coloração com brometo de etídio (MEADUS, 2003).  
Para a preparação do cDNA utilizamos 3µg de RNA total, acima, e o kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA), seguindo as 
especificações do fabricante. Após a preparação do cDNA, foi feito teste para 
verificação da funcionalidade dos cDNAs produzidos, utilizando 0,5µL de cDNA e o 
gene GAPDH, em PCR semi-quantitativo. 
Ensaios quantitativos de PCR foram realizadas em volume final de 10 µl, 
contendo 5 mM de cada primer, 2µl de cDNA (diluído 20x), 1 µl de água milli-Q e 5 µl 
Fast SYBR® Green Master Mix 2X (Applied Biosystems, EUA).  
O PCR em tempo real foi realizado no termociclador StepOne (Applied 
Biosystems) nas condições: 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos a 95ºC por 10s e 
60ºC por 30s. O gene GAPDH foi utilizado como controle interno. Os dados foram 
analisados usando o software 7500 Fast Real-Time PCR System v.2.0.5 (Applied 
Biosystems). 
O DNA complementar para cópia do RNAm foi obtido por síntese do cDNA 
utilizando-se os primers: 
NM_019356.1 eIF2s1- eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 1 alpha: Sense 
5’ – GCAGTCCTAAAATTGGGCTTGCG – 3’ e anti sense 5’ – 
TTGGTGTCTGGAGCCCCTGGTAA – 3’ 
NM_173363.5 eIF5 – eukaryotic translation initiation factor 5: Sense 5’ – 
GCGTTGTTCAGTCAGAGCGAGA– 3’ e anti sense 5’ – 
GTACCAATGGCTGCGCAACAGC – 3’ 
NM_013507.3 eIF4G – eukaryotic translation initiation factor 4 gamma: Sense 5’ 
ACACCACGTGATCCTAGCATTGCA – 3’ e anti sense 5’ – 
CACTCTTGGAGGGCGGATGGC – 3’ 
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NM_053857.1 4eBP1 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1: 
Sense 5’ – CGGCACGCTCTTCAGCACCA – 3’ e antisense 5’ – 
ACACCCAGTGTCTGCCGGGT – 3’ 
NM_153629.1 HSPa4 Rattus norvegicus heat shock protein 4: Sense 5´- 
TGCACGCCGGCTTGTGTTTC-3´ e antisense 5´- 
TGCCCGTTAATCCAGTGGGCAAC- 3´  
NM_001145366.1 PPARg Rattus norvegicus peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma (Pparg), transcript variant 2: Sense 5´- 
GCCTGCGGAAGCCCTTTGGT- 3´e antisense 5´- AAGCCTGGGCGGTCTCCACT- 3´ 
NM_033230.1 AKT Rattus norvegicus v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 
1 (Akt1): Sense 5´- CCGCCTGATCAAGATGACAGCATGG- 3´ e antisense 5´- 
AGGCTGTGCCACTGGCTGAGTA- 3´ 
NM_053842.1 MAPK1 Rattus norvegicus mitogen activated protein kinase 1 (Mapk1), 
Sense 5´- GCGCCTACGGCATGGTTTGTTCT- 3´ e antisense 5´- 
GCTCAATGGTTGGTGCCCGGA- 3´ 
NM_017008.4 GAPDH Rattus norvegicus glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(Gapdh) Sense 5´- CCATGGAGAAGGCTGGG´- 3´ e antisense 5´- 
CAAAGTTGTCATGGATGACC- 3´ 
 
3.8 Eletrocardiograma (ECG) 
Os parâmetros eletrocardiográficos foram avaliados de acordo com as diretrizes 
para interpretação do eletrocardiograma de repouso, estabelecidas pela Sociedade 
Brasileira de Cardiologia (GUIMARÃES et al., 2005; PASTORE et al., 2009). 
Os ratos foram anestesiados (quetamina 100 mg/kg + 7 mg/kg de peso corporal 
de xilazina, i.m., foi diluída em solução veículo de cloreto de sódio a 0,9% (solução 
salina)) e fixados em posição supina, sob plataforma acrílica, para realização da análise 
de eletrocardiograma sob respiração espontânea. As avaliações eletrocardiográficas 
foram realizadas em dois momentos: antes da inoculação tumoral e no momento pré-
agônico antes do sacrifício dos animais. 
 As gravações foram feitas com eletrodos na forma de agulhas hipodérmicas 
com eletrocardiograma computadorizado quatro canais MLS360 / 7 ECG módulo de 
análise (AD Instruments - Austrália) e realizadas durante 5 minutos, compreendendo o 
tempo total de experimento por cada animal. As amplitudes das ondas foram medidas 
32 
 
 
em milivolts (mV) e as durações dos intervalos em milissegundos (ms) (MILLER et al., 
2014).  
O registro do intervalo QT, período que compreende toda a atividade elétrica 
ventricular (despolarização e repolarização), foi corrigido pela frequência cardíaca 
(QTc), segundo a fórmula de Bazett (QTc = QT/√RR) (GUIMARÃES et al., 2005; 
PASTORE et al., 2009). 
 
3.9 Análise de biomarcadores cardíacos 
As amostras do tecido cardíaco foram homogeneizadas com tampão de lise 
(Multiplex MAP Cell Signaling buffer - Millipore, EUA) de acordo com as instruções do 
fabricante. 
Análises de biomarcadores cardíacos (MPO - mieloperoxidase, TIMP 1 - 
inibidor tecidual das metaloproteinases, e PAI-1total - inibidor de ativador do 
plasminogênio 1 total) foram realizadas no tecido cardíaco usando kits de imunoensaio 
(Multiplex Map Cell Signalling assay/Millipore) por citometria de fluxo por 
fluorescência de beads usando equipamento Luminex 200 (Millipore, EUA). 
 
3.10 Análise de enzimas proteolíticas no tecido cardíaco 
Análises de enzimas proteolíticas como a quimiotripsina, catepsina e calpaína, 
foram avaliadas nas amostras homogeneizadas do miocárdio. A atividade da enzima 
quimotripsina foi avaliada utilizando o substrato N-succinil-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amino-
4-metilcumarina diluídos em dimetilsulfato de sódio (DMSO) e Tris (pH 8,0), e 
avaliados utilizando o método fluorimétrico em 360 nm de excitação e 460 nm de 
emissão (BARRETT, 1980). A atividade da catepsina foi avaliada utilizando método 
fluorimétrico utilizando-se o substrato arginina benziloxicarbonil-fenilalanina-amida de 
4-metil-7-cumarina, realizando-se as leituras a 340 nm de excitação e 460 nm de 
emissão (JIANG et al., 1997). A calpaina foi medida por meio da incubação das 
amostras em tampão de reação com caseína durante 5 minutos, seguido pela adição de 5 
mM de CaCl2 e posterior leitura da absorbância a 500 nm em espectrofotômetro, em 
conformidade com a metodologia colorimétrica (JIANG et al., 1997). 
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O conteúdo de proteína total de amostras de tecido do coração, utilizada para 
normalizar as atividades enzimáticas, foi determinada pelo método de Bradford 
utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrão (BRADFORD, 1976). 
3.11 Análise Estatística 
Foram utilizados métodos estatísticos adequados por meio do programa Prism 
5.0, realizando-se as médias e erro padrão das médias. Os dados foram analisados 
quanto a avaliação de normalidade pelo método de Kolmogorov-Smirnov test e 
comparação dos múltiplos grupos por análise de variância (One-way ANOVA), seguido 
do teste de Bonferroni para detecção de diferenças significativas entre os grupos, para 
probabilidade menor que 5% (GAD & WEIL, 1994). Análises de teste-t Student foram 
realizadas entre dois grupos específicos como grupo com tumor e seu respectivo 
controle, utilizando-se como significância P<0,05. 
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4. RESULTADOS 
Durante o processo de evolução tumoral, sintomas são originados por conta da 
liberação de fatores inflamatórios pelo tumor em prol do crescimento das células 
neoplásicas e, ao mesmo tempo, em consequência da tentativa de restabelecimento da 
homeostasia do organismo hospedeiro. Alterações no catabolismo proteico, lipídico e de 
carboidratos são principais características do quadro de caquexia, observado na maioria 
dos tumores malignos. A perda de peso involuntária é decorrente do intenso 
catabolismo, sendo uma das principais características observadas no quadro caquético. 
Por conta disso, avaliamos a evolução de peso dos animais desde o início do 
experimento, até o momento final. Observamos que durante o período experimental sem 
a presença do tumor (até 45 dias; demarcado com seta) a evolução de peso mostrou-se 
crescente e constante em todos os grupos experimentais, sem diferenças estatísticas 
(Figura 5A). Após a inoculação tumoral e redistribuição dos animais em grupos 
sedentários e exercitados, submetidos ou não a dieta rica em leucina e portadores de 
tumor de Walker-256 , observamos decréscimo na evolução de peso nos animais 
portadores de tumor (W e WE), sendo mais acentuado no grupo sedentário W, e 
manutenção de peso nos grupos suplementados com leucina e portadores de tumor (WL 
e WLE) (Figura 5B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Evolução de peso dos animais durante o período experimental. A- Evolução de peso de todos os grupos durante todo o 
período experimental;  seta corresponde ao dia de implante tumoral. B – Evolução de peso apenas dos animais portadores do 
tumor desde o dia do implante tumoral até o sacrifício. C – Porcentagem de peso de tumor final. Legenda: C (controle), CE 
(controle exercitado), W (tumor), WE (tumor exercitado), L (leucina), LE (leucina exercitado), WL (tumor leucina), WLE (tumor 
leucina exercitado). *P<0,05 em relação ao W. 
Evolução de peso
0 15 30 45 60
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
C
CE
W
WE
L
LE
WL
WLE
A
Dias experimentais
P
e
s
o
 (
g
)
Evolução de peso
40 50 60 70
300
350
400
450
W
WE
WL
WLE
B
Dias Experimentais
P
e
s
o
 (
g
)
W WE WL WLE
0
10
20
30
* *
*
%
 T
u
m
o
r
35 
 
 
Ao avaliarmos porcentagem de ganho de peso final dos grupos experimentais, 
notamos que os animais portadores de tumor tiveram redução do ganho de peso em 
relação aos grupos controles. Os grupos portadores de tumor W, WE e WLE 
mostraram-se diferentes estatisticamente em relação aos animais controles (C), 
enquanto o grupo WL foi diferente não só do grupo C, mas também do grupo 
suplementado com leucina (L) (Tabela 2). Ao avaliarmos os parâmetros de 
morfométricos (Tabela 2), observamos aumento no peso relativo do coração de todos os 
animais portadores de tumor exercitados suplementados ou não com leucina, em relação 
ao grupo controle (WE e WLE com P<0,05 em relação a C). Não observamos 
diferenças estatísticas entre os animais experimentais ao analisamos o peso relativo do 
músculo gastrocnêmio. Quanto à composição corpórea, também não foram observadas 
diferenças quanto a porcentagem de água corpórea e massa magra corpórea. No entanto, 
o peso tumoral mostrou-se reduzido quando os animais portadores de tumor foram 
submetidos à associação do exercício físico e/ou a suplementação nutricional com 
leucina, em relação ao grupo portador de tumor sedentário (WL, WE e WLE<W) com 
diferenças estatísticas entre eles (P<0,05) (Tabela 2). 
 
Tabela 2: Dados morfométricos e de composição corpórea dos animais experimentais. 
 C W L WL CE WE LE WLE 
% Ganho de peso 
final 
13,34 + 
1,04 
-13,11 + 
2,9
a
 
13,95 + 
1,09 
-7,63 + 
2,97
a,b
 
13,35 + 
1,20 
-8,99 + 
3,15
a
 
12,84 + 
1,43 
-4,08 + 
3,22
a
 
Peso relativo do 
coração (%) 
0,286 + 
0,008 
 
0,345 + 
0,033 
0,291 + 
0,006 
0,345 + 
0,0268 
0,332 + 
0,010 
0,430 + 
0,044
a
 
0,3359 + 
0,007 
0,399 + 
0,037
b
 
Peso relativo do 
músculo (%) 
0,494 + 
0,025 
0,545 + 
0,027 
0,4636 + 
0,020 
0,540 + 
0,027 
0,505 + 
0,027 
0,537 + 
0,024 
0,492 + 
0,027 
0,545 + 
0,044 
Peso relativo do 
tumor (%) 
- 23,51 + 
2,28 
- 16,83 + 
1,70
c
 
- 15,23 + 
1,76
c
 
- 12,47 + 
1,88
c
 
Teor de H20 
corpórea (%) 
63,27 + 
1,69 
64,98 + 
0,73 
63,61 + 
1,30 
63,06 + 
0,90 
61,49 + 
1,48 
63,64 + 
1,17 
60,71 + 
1,25 
61,30 + 
0,77 
Gordura corpórea 
(%) 
14,23 + 
1,62 
10,49 + 
1,14 
14,64 + 
1,40 
14,64 + 
1,09 
14,89 + 
1,39 
15,27 + 
1,22 
14,27 + 
1,48 
15,84 + 
0,82 
Massa magra (%) 98,66 + 
3,4 
75,01 + 
3,49ª
,b,e,g
 
98,96 + 
3,26 
78,94 + 
3,94 ª
,b,e,g
 
94,88 + 
1,82 
72,51 + 
1,55 ª
,b,e,g
 
97,9 + 3,47 81,06 + 
3,05 ª
,b,e,f,g
 
 
 
Legenda: C= controle; W= tumor; L= leucina; WL= tumor leucina; CE= controle exercitado; WE= tumor exercitado; LE= leucina exercitado; 
WLE= tumor leucina exercitado. a=P<0,05em relação ao grupo C; b=P<0,05 em relação ao grupo L; c=P<0,05 em relação ao grupo W, d= P<0,05 
em relação ao grupo WL, e= P<0,05 em relação ao grupo CE, f= P<0,05 em relação ao grupo WE, g= P<0,05 em relação ao grupo LE, h= P<0,05 
em relação ao grupo WLE. 
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No desenvolvimento de diversas patologias ou em situações como o estresse, por 
exemplo, observamos alteração em todo o metabolismo, em decorrência do alto 
dispêndio energético demandado. Ao avaliarmos a taxa metabólica dos grupos 
experimentais no período de aproximadamente 40 dias experimentais, observamos a 
taxa metabólica igual nos grupos, tanto sedentários (C), quanto nos exercitados (CE) 
(Figura 6A). A taxa metabólica destes animais, também foi avaliada durante o período 
de desenvolvimento tumoral. Neste período, os grupos foram distribuídos em 
exercitados e/ou suplementados e/ou portadores de tumor no momento pré-agônico 
(entre 15 a 21 dias de evolução tumoral). Encontramos aumento significativo nos 
grupos WE e WLE em relação ao grupo W (Figura 6B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Atividade celular do músculo gastrocnêmio 
A atividade celular da musculatura esquelética pode mostrar como este tecido está se 
comportando frente à situação de estresse, espoliação e inflamação ocasionada pela 
presença tumoral. Observamos que houve aumento significativo da mTOR fosforilada 
no grupo controle exercitado (CE), quando comparados aos grupos C, W, WL e WLE 
(Fig.7A e B). Observamos diferença estatística no grupo WE em relação ao grupo C na 
mTOR total. Já na mTOR total e na fosforilada, os demais grupos experimentais, 
mostroram-se semelhantes ao grupo controle sedentário, independente do esquema 
nutricional. Vale ressaltar, que embora não significativo, observamos em relação à 
Figura 6: Taxa Metabólica Kcal/grama/minuto. A: Análise realizada no período de 40 dias experimentais e antes da 
inoculação tumoral e dieta. B: Análise realizada no momento pré-agônico dos animais experimentais (21 dias de 
tumor). Legenda: controle (C), controle exercitado (CE), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais 
suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com leucina (WL). Resultados expressos em 
média + erro padrão da média. *Corresponde à diferença estatisticamente significativa para P<0,05 quando comparado 
ao grupo W. 
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mTOR fosforilada tendência a aumentar nos grupos WE (P=0,07) e L (P=0,057) em 
relação ao grupo C.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A proteína p70S6K total, no músculo gastrocnêmio, foi reduzida nos grupos 
exercitados e nos grupos portadores de tumor, suplementados com dieta rica em leucina 
(WE, LE, WL e WLE), quando comparados ao grupo controle C e ao grupo controle 
exercitado CE (Fig. 8A). Já a proteína p70S6K fosforilada muscular foi 
significativamente aumentada no grupo exercitado CE, em relação aos demais grupos 
experimentais (Fig. 8B), que tenderam a redução em relação ao grupo C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Concentração de p70S6Kinase total (A) e fosforilada (B) no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor 
de Walker, submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados (E) ou não. Legenda: controle (C), portadores de tumor de 
Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com leucina (WL). 
Resultados expressos em média + erro padrão da média. *Corresponde à diferença estatisticamente significativa para P< 0.05 
quando comparado ao grupo C. # Corresponde à diferença estatisticamente significativa para P< 0,05 quando comparado ao grupo 
CE. ** Corresponde à diferença estatisticamente significativa para P< 0,05 quando comparado aos demais grupos. 
Figura 7: Concentração de mTOR total (A) e fosforilada (B) no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de 
Walker, submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados (E) ou não. Legenda: controle (C), portadores de tumor de 
Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com leucina (WL). 
Resultados expressos em média + erro padrão da média. *Corresponde à diferença estatisticamente significativa para P< 0,05 
quando comparado ao grupo C. 
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Observamos redução significativa do substrato do receptor de insulina 1 total (IRS-
1total) nos grupos W, WE, WLE quando comparados com os controles treinados CE, já 
o grupo suplementado com leucina exercitado LE, o IRS-1 foi reduzido quando 
comparado aos grupos controles sedentários C e L e exercitados CE (Fig. 9A). Embora 
não significativo, no grupo CE, a concentração de IRS-1 total tendeu a elevação em 
relação ao grupo C. O IRS-1 fosforilado não apresentou diferença significativa entre os 
grupos (Fig. 9B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AKT/PKB total não apresentou diferença entre os grupos (Fig. 10A). Entretanto, 
verificamos redução significativa da AKT/PKB fosforilada nos animais com tumor 
sedentários W quando comparados aos grupos sedentários C e L (Fig. 10B). Diferente 
do que encontramos na concentração da proteína AKT (total e fosforilada, ambas 
reduzida em relação ao grupo C), a razão entre a expressão gênica de AKT fosforilada 
pela total (RQ) observamos aumento nos grupos CE, W, WE, L, WL, LE em relação ao 
controle (C) com exceção do grupo WLE (Fig. 10C).  
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Figura 9: Concentração de IRS-1 total (A) e fosforilada (B) no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de 
Walker, submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados (E) ou não. Legenda: controle (C), portadores de tumor de 
Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com leucina (WL). 
Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde à diferença estatisticamente significativa para P< 0.05 
quando comparado ao grupo controle exercitado CE e # comparado aos grupos sedentários C e L. 
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Observamos aumento significativo da JNK total nos grupos W, em relação ao C, e 
mais expressivamente o grupo WLE em relação aos grupos controles C, CE, L e LE e o 
grupo com tumor leucina WL (Fig. 11A). Já na JNK fosforilada não observamos 
diferença entre os grupos (Fig. 11B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Concentração de Akt/PKB total (A) e fosforilada (B), expressão gênica da Akt/PKB (C) no músculo gastrocnêmio de 
ratos portadores ou não de tumor de Walker, submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados (E) ou não. Legenda: 
controle (C), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor 
suplementados com leucina (WL). Resultados expressos em média + erro padrão da média. *Corresponde à diferença 
estatisticamente significativa para P< 0,05 quando aos grupos sedentários C; # Corresponde à diferença estatisticamente 
significativa para P< 0,05 quando os grupos C e L. 
Figura 11: Concentração de JNK total (A) e fosforilada (B) no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de 
Walker, submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados (E) ou não. Legenda: controle (C), portadores de tumor de 
Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com leucina (WL). 
Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde à diferença estatisticamente significativa para P< 0,05 
quando aos grupos C, CE, L, LE e WL.  
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Com relação à análise da proteína sinalizadora Erk/MAPKinase na sua forma 
total, verificou-se redução significativa no grupo LE, em relação aos grupos controles C 
e CE, e no grupo WLE em relação ao grupo C (Fig. 12A); porém ressaltamos a 
tendência (P=0,07) à redução da Erk/MAPKinase nos grupos W em relação ao grupo 
controle sedentário. Já a forma fosforilada da Erk/MAPKinase, não observamos 
diferença significativa entre os grupos (Fig. 12B), entretanto essa forma fosforilada 
tendeu a aumentar nos grupos WE e L em relação ao grupo C. Na expressão gênica de 
MAPKinase, correspondendo a razão entre a forma fosforilada e total (RQ), não 
observamos diferença estatística significativa entre os grupos experimentais (Fig. 12C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Verificamos que, com relação a STAT3 total e fosforilada, houve aumento 
significativo da expressão dessa proteína total, nos grupos com tumor W e WE quando 
comparados aos grupos C e L, com tendência (P=0,09) a elevação no grupo com tumor 
Figura 12: Concentração de Erk/MAPKinase total (A) e fosforilada (B), expressão do gene Erk/MapKinase (C) no músculo 
gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de Walker, submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados (E) ou 
não. Legenda: controle (C), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores 
de tumor suplementados com leucina (WL). Resultados expressos em média + erro padrão da média. *Corresponde à diferença 
estatisticamente significativa para P< 0.05 quando comparado ao grupo C. ** Corresponde à diferença estatisticamente significativa 
para P< 0,05 quando comparado ao grupo C e CE. 
C W L WL
600
800
1000
1200
1400
Sedentários
Exercitados
A
**
*
E
rk
/M
a
p
k
in
a
s
e
 T
o
ta
l
F
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia
 (
U
A
)
C W L WL
0
100
200
300
400
Sedentários
Exercitados
B
E
rk
/M
a
p
k
in
a
s
e
 F
o
s
fo
ri
la
d
a
F
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia
 (
U
A
)
C W L WL
0
1
2
3
4
5
Sedentários
Exercitados
C
E
rk
/M
a
p
K
in
a
s
e
 (
R
Q
)
41 
 
 
suplementado (WLE) (Fig. 13A); quanto à sua forma fosforilada houve aumento 
significativo nos grupos W e WE, em relação aos C, L e LE (Fig. 13B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Em relação à STAT6 fosforilada (Fig. 14), observou-se redução significativa no 
grupo portador de tumor sedentário (W) em relação ao grupo controle sedentário (C), 
exercitado (CE) e suplementados com leucina (L). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Na análise de NFκ-B total (Fig. 15A) não verificamos diferenças significativas 
entre os grupos. No entanto, na análise de NFκB fosforilada (Fig. 15B) observamos 
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Figura 13: Concentração de STAT3 total (A) e fosforilada (B) no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor 
de Walker, submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados (E) ou não. Legenda: controle (C), portadores de 
tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com 
leucina (WL). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde à diferença estatisticamente 
significativa para P< 0,05 quando comparado aos grupos C e L na (Fig. A) e C, L e LE na (Fig. B). 
C W L WL
0
50
100
150
200
Sedentários
Exercitados
S
T
A
T
6
 F
o
s
fo
ri
la
d
a
F
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia
 (
U
A
)
*
Figura 14: Concentração de STAT6 fosforilada no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de 
Walker, submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados (E) ou não. Legenda: controle (C), portadores de 
tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com 
leucina (WL). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde à diferença estatisticamente 
significativa para P< 0,05 quando comparado aos grupos C, CE e L. 
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aumento significativo nos grupos tanto portadores de tumor W, L e WL, quanto nos 
grupos exercitados CE, WE, e WLE em relação ao grupo Controle (C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Na análise da concentração de IKK total, observamos redução significativa 
(P<0,05) no grupo portador de tumor suplementado com leucina exercitado (WLE) em 
relação ao grupo controle exercitado (CE). Já na concentração de IKK fosforilada não 
observamos diferenças estatísticas entre todos os grupos experimentais (Figuras 16A e 
16B). 
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Figura 15: Concentração de NFκB total e fosforilada no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de 
Walker, submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados (E) ou não. Legenda: controle (C), portadores de tumor 
de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com leucina 
(WL). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde à diferença estatisticamente significativa para 
P< 0,05 quando comparado aos grupos C. 
Figura 16: Concentração de IKK total e fosforilada no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de 
Walker, submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados (E) ou não. Legenda: controle (C), portadores de tumor 
de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com leucina 
(WL). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde à diferença estatisticamente significativa para 
P< 0,05 quando comparado aos grupos CE. 
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O início da síntese de proteínas exige que a atividade da eIF2 promova a ligação 
GTP-dependente da Met-tRNAi à subunidade ribossomal 40S para formar o complexo 
pré-iniciador. A Figura 17 representa a expressão gênica do fator de iniciação da 
tradução em eucariotos – eIF2α – no músculo gastrocnêmio, onde observamos elevação 
significativa da expressão desse fator em todos os grupos em relação ao grupo C, porém 
houve redução significativa no grupo com tumor W em relação ao grupo LE (Fig. 17). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A Figura 18 representa o fator de iniciação eucariótico eIF5, o qual catalisa a 
ligação de GTP para que o eIF2 seja reciclado no processo de formação do complexo 
pré-iniciador (VENTRUCCI et al., 2007). Observamos que houve aumento da 
expressão desse fator em todos os grupos experimentais em relação ao grupo sedentário 
C. Entretanto, não observamos diferença significativa entre os grupos, embora, no grupo 
com tumor suplementado com leucina exercitado (WLE), observamos tendência 
(P=0,10) ao aumento da expressão gênica comparado ao grupo com tumor exercitado 
(WE). 
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Figura 17: Expressão do gene eIF2-α no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de Walker, 
submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados (E) ou não. Legenda: controle (C), portadores de 
tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados 
com leucina (WL). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde à diferença 
estatisticamente significativa para P< 0,05 quando comparado ao grupo LE. 
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Figura 18: Expressão do gene eIF5 no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de Walker, 
submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados (E) ou não. Legenda: controle (C), portadores de tumor de 
Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com leucina 
(WL). Resultados expressos em média + erro padrão da média. 
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A mTOR pode fosforilar o fator de iniciação eucariótico 4E-BP1 e desse modo 
permitir que o eIF4E ligado à proteína ligante-1 (4E-BP1), seja liberado e então se ligue 
ao eIF4G para a formação do complexo eIF4F, formando assim a subunidade 
ribossomal para o inicio da tradução. Esse fator 4E-BP1 é um dos pontos chaves para a 
sinalização da síntese proteica. Observamos aumento significativo nos animais com 
tumor, exercitados ou não (W, WE), comparados aos demais grupos sem tumor, porém 
os grupos suplementados com leucina (WL e WLE) apresentaram aumento menos 
expressivo que os grupos não suplementados (Fig. 19). Esse aumento da expressão 
gênica do fator 4E-BP1, significa maior ligação com o fator eIF4E, tornando esse 
complexo inativo e, consequentemente, impedindo a formação do complexo 
ribossômico 80S e a tradução da síntese proteica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
O segundo passo na iniciação da tradução envolve a ligação do mRNA à 
subunidade ribossomal 40S, interação que é mediada por uma tríade de fatores de 
iniciação incluindo eIF4E, que se associa eIF4G para formar o complexo ativo (eIF4F). 
O aumento da formação de eIF4F pode envolver a fosforilação de eIF4G, que está 
correlacionada com a estimulação da síntese de proteínas (VENTRUCCI et al., 2007). 
Observamos aumento significativo da expressão desse fator de iniciação (eIF4G) em 
todos os grupos experimentais com exceção para o grupo W e menos intensamente no 
grupo WL. Entretanto, comparando o grupo W aos demais, houve redução significativa 
na expressão gênica do fator de iniciação eucariótico eIF4G em relação aos grupos 
exercitados CE, WE e LE (Fig. 20). 
 
Figura 19: Expressão do gene 4E-BP1 no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de Walker, 
submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados (E) ou não. Legenda: controle (C), portadores de 
tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados 
com leucina (WL). Resultados expressos em média + erro padrão da média. *Corresponde à diferença 
estatisticamente significativa para P< 0,05. 
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A Figura 21 representa a relação entre o gene eIF4G e 4E-BP1, indicador da 
tradução da síntese proteica muscular. Observamos redução significativa, no grupo W 
em relação aos demais grupos, com exceção para o grupo WE e WL que apresentaram 
valores semelhantes ao do grupo C. Por outro lado, os grupos exercitados e 
suplementados com dieta rica em leucina, CE, WE, L, LE e WLE, apresentaram 
elevação significativa em relação ao grupo sedentário C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
O receptor nuclear PPAR-γ é um dos membros de receptores ativados por 
proliferador de peroxissomo, responsáveis por regular metabolismo de lipídeos e glicose 
nas células. A inflamação pode inibir a atividade de PPAR-γ, através de citocina pró-
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Figura 20: Expressão do gene eIF4G no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de Walker, 
submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados ou não. Legenda: controle (C), portadores de tumor de 
Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com 
leucina (WL). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde à diferença estatisticamente 
significativa para P< 0,05 quando comparado aos grupos CE, WE e LE. 
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Figura 21: Razão entre Expressão do gene eIF4G e 4EBP1 no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de 
Walker, submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados ou não. Legenda: controle (C), portadores de tumor de 
Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com leucina (WL). 
Resultados expressos em média + erro padrão da média.* Corresponde à diferença estatisticamente significativa para P< 0,05 
quando comparado ao grupo C. # Corresponde à diferença estatisticamente significativa para P< 0,05 quando comparado com 
os demais grupos. 
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inflamatórias, causando desordens no metabolismo lipídico (YE, 2008). Em relação ao 
gene PPAR-γ, não observamos diferenças estatísticas entre os grupos (Figura 21).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Proteínas de choque térmico participam de respostas celulares ao estresse 
promovendo proteção e conservação celular. Na avaliação da expressão do gene heat 
shock protein a4 – HSPa4, encontramos aumento significativo (P<0,05) em todos os 
grupos experimentais, exceto para o grupo portador de tumor sedentário (W) em relação 
ao grupo controle (C) (Figura 22).  
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Figura 21: Expressão do gene PPAR-y no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de Walker, 
submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados ou não. Legenda: controle (C), portadores de tumor de 
Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com leucina 
(WL). Resultados expressos em média + erro padrão da média. 
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Figura 22: Expressão do gene HSPa4 no músculo gastrocnêmio de ratos portadores ou não de tumor de Walker, 
submetidos ou não a suplementação de leucina e exercitados ou não. Legenda: controle (C), portadores de tumor de 
Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor suplementados com leucina 
(WL). Resultados expressos em média + erro padrão da média.* Corresponde à diferença estatisticamente significativa 
para P< 0,05 quando comparado ao grupo C. # Corresponde à diferença estatisticamente significativa para P< 0,05 quando 
comparado com C. 
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- Atividade da musculatura cardíaca 
Na análise da frequência cardíaca dos animais experimentais, podemos observar 
diferenças estatísticas (P<0,05) entre alguns grupos (Figura 23). O grupo portador de 
tumor sedentário (W) apresentou significativa redução da frequência cardíaca quando 
comparado ao grupo C, assim como o grupo WL em relação a C e L (Figura 23A). O 
grupo WE apresentou significativa redução quando comparado ao grupo CE. Houve 
redução também da frequência cardíaca no grupo LE quando comparados com C, CE e 
L e no grupo WE em relação ao CE. Diferente do esperado então, a associação da 
suplementação nutricional de leucina e exercício físico em animais portadores de tumor 
(WLE) elevou a frequência cardíaca desses animais quando comparados aos não 
portadores de tumor (LE) (Figura 23B). 
 
 
 
 
Por meio do eletrocardiograma foi registrado o intervalo QT, período que 
compreende toda a atividade elétrica ventricular (despolarização e repolarização), o qual 
foi corrigido pela frequência cardíaca (QTc), segundo a fórmula de Bazett (QTc = 
QT/√RR). Ao analisarmos o intervalo entre as ondas QT corrigido pela frequência 
cardíaca (QT-c), observamos que não houve diferença estatística nos grupos portadores 
de tumor e/ou suplementados com leucina (W e WL) quando comparados aos 
sedentários (Figura 24A). A associação da suplementação nutricional de leucina e o 
exercício físico foram eficientes ao reduzir o tempo deste intervalo em animais 
saudáveis; este fato foi observado no grupo LE com redução do intervalo QT-c com 
diferença estatística (P<0,05) quando comparados com animais controles sedentários 
(C), exercitados (CE). Além disso, LE também foi diferente, estatisticamente, dos 
Figura 23: Frequência cardíaca dos animais experimentais. A- animais sedentários; B- animais exercitados. Legenda: 
controle (C), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de 
tumor suplementados com leucina (WL), animais exercitados (CE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados 
(WE), animais suplementados com leucina exercitados (LE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados e 
suplementados com leucina (WLE). Resultados expressos em média + erro padrão da média.* Corresponde à P<0,05 em 
relação ao grupo C. ϕ Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo L; # Corresponde a P<0,05 em relação a CE; ** 
Corresponde a P<0,05 em relação a LE. 
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grupos W, WE e WL. Porém, a suplementação nutricional de leucina associada à prática 
de exercício físico não foi suficiente para efetuar a mesma redução deste intervalo em 
animais caquéticos (WLE). Podemos observar aumento deste intervalo no grupo WLE 
em relação ao grupo LE (P<0,05) (Figura 24B). 
 
 
 
 
O eletrocardiograma nos permite avaliar o tempo de despolarização ventricular 
(QRS) e o aumento do tempo de repolarização (amplitude de onda T). No registro da 
amplitude de onda T realizado nos grupos experimentais, não observamos diferenças 
estatísticas entre os grupos (Figura 25A e B), embora pudesse observar tendência à 
elevação nos animais treinados portadores de tumor (WE e WLE) em relação aos 
respectivos controles treinados (CE e LE) (Figura 25B).  
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Figura 24: Intervalo QT em segundos, corrigido pela frequência cardíaca. A- animais sedentários; B- animais 
exercitados. Legenda: controle (C), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com 
leucina (L), portadores de tumor suplementados com leucina (WL), animais exercitados (CE), portadores de tumor de 
Walker 256 exercitados (WE), animais suplementados com leucina exercitados (LE), portadores de tumor de Walker 256 
exercitados e suplementados com leucina (WLE). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde 
à diferença estatisticamente significativa para P<0,05 em relação ao grupo C; # Corresponde a P<0,05 em relação ao 
grupo CE; & Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo W; α Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo WE; @ 
Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo WL. 
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Figura 25: Amplitude de onda T eletrocardiográfica em milivolt. A- animais sedentários; B- animais exercitados. . 
Legenda: controle (C), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), 
portadores de tumor suplementados com leucina (WL), animais exercitados (CE), portadores de tumor de Walker 256 
exercitados (WE), animais suplementados com leucina exercitados (LE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados 
e suplementados com leucina (WLE). Resultados expressos em média + erro padrão da média. 
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Com o intuito de avaliar lesões no tecido miocárdico, que porventura tenha 
ocorrido durante o processo catabólico como a caquexia, avaliamos a concentração de 
biomarcadores cardíacos teciduais como MPO, TIMP-1 e PAI-1 total.  
Na Figura 26, podemos observar a análise de biomarcador cardíaco MPO 
(mieloperoxidase) no miocárdio, onde encontramos aumento significativo deste 
biomarcador relacionado ao processo inflamatório tecidual e isquemia, principalmente 
no grupo portador de tumor de Walker-256 (W) em relação ao grupo controle (C) 
(Figura 26A). Ao compararmos o efeito do exercício físico, notamos aumento de MPO 
no grupo portador de tumor exercitado (WE) em relação ao grupo C (P=0,0074) e em 
relação ao grupo CE (P<0,05). Observamos tendência de redução em WLE quando 
comparados com WE (P=0,06) (Figura 26B). 
 
  
 
 
 
O biomarcador Inibidor Tecidual de Metaloproteinase 1 (TIMP-1) também foi 
avaliado no tecido muscular cardíaco (Figura 27) e desta vez também foi observado 
elevação significativa deste biomarcador nos animais portadores de tumor W e WE em 
relação a C e CE (Figura 27A), respectivamente. Quando avaliou-se a influencia da 
suplementação nutricional, verificou-se que houve tendência a diminuição deste 
biomarcador nos animais suplementados com leucina (L), e redução significativa dos 
exercitados (LE) em relação aos portadores de tumor exercitados (WE) (Figura 27B). 
Figura 26: Análise de biomarcador MPO no tecido cardíaco. A- animais sedentários; B- animais exercitados. . Legenda: 
controle (C), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de 
tumor suplementados com leucina (WL), animais exercitados (CE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados 
(WE), animais suplementados com leucina exercitados (LE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados e 
suplementados com leucina (WLE). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde à diferença 
estatisticamente significativa para P<0,05 em relação ao grupo C; # Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo CE; & 
Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo W.  
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Quanto à avaliação do biomarcador PAI-1 total (Inibidor de Ativador de 
Plasminogênio – 1 total), notou-se aumento significativo no grupo W em relação ao 
grupo C. Com a suplementação nutricional de leucina, notamos redução significativa 
deste biomarcador no grupo WL e L em relação ao grupo W (Figura 28A). A presença 
tumoral associada à prática de exercício físico parece influenciar no processo 
trombolítico, uma vez que observamos elevação de PAI-1 total nos grupos com tumor 
exercitados, independentes do esquema nutricional (WE e WLE) quando comparados 
com animais controles exercitados (CE). Neste caso, a suplementação de leucina 
pareceu indiferente quanto ao efeito modulatório verificado nos animais sedentários 
(Figura 28B).  
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Figura 27: Análise de biomarcador TIMP-1 no tecido cardíaco. A- animais sedentários; B- animais exercitados. . 
Legenda: controle (C), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), 
portadores de tumor suplementados com leucina (WL), animais exercitados (CE), portadores de tumor de Walker 256 
exercitados (WE), animais suplementados com leucina exercitados (LE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados 
e suplementados com leucina (WLE). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde à diferença 
estatisticamente significativa para P<0,05 em relação ao grupo C; # Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo CE; & 
Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo W; α Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo WE. 
 
Figura 28: Análise de biomarcador PAI-1 total no tecido cardíaco. A- animais sedentários; B- animais exercitados. 
Legenda: controle (C), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), 
portadores de tumor suplementados com leucina (WL), animais exercitados (CE), portadores de tumor de Walker 256 
exercitados (WE), animais suplementados com leucina exercitados (LE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados 
e suplementados com leucina (WLE). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde a P<0,05 
em relação ao grupo C; # Corresponde a P<0,05 em relação a CE; & Corresponde a P<0,05 em relação à W; @ 
Corresponde a P<0,05 em relação à LE. 
C W L WL
0
100
200
300
400
500
*
&
A
&
P
A
I-
1
to
ta
l
p
g
/m
L
CE WE LE WLE
0
100
200
300
400
500
B
*#@
#
P
A
I-
1
to
ta
l
p
g
/m
L
51 
 
 
A fim de determinar se o tumor também induziu efeitos deletérios na 
musculatura cardíaca, avaliamos enzimas do processo proteolítico como a atividade da 
fosfatase alcalina, quimiotripsina, catepsinas B e H e calpaína no miocárdio. 
Ao analisar a atividade da enzima fosfatase alcalina (relacionada com a atividade 
celular) nos grupos experimentais, observou-se redução significativa no grupo WL em 
relação à C e L; assim como aconteceu com o grupo WLE em relação ao grupo CE 
(Figura 29). 
 
 
 
 
Na avaliação da atividade enzimática da quimiotripsina, não observamos 
diferenças estatísticas entre os grupos sedentários (Figura 30A), apenas tendência a 
elevação no grupo W em relação ao C. Notou-se significativa redução desta atividade 
enzimática nos grupos exercitados quando comparamos o grupo WE em relação aos 
grupos W e WL; assim como WLE quando comparado a L, W, CE e LE (Figura 30B). 
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Figura 29: Atividade da Fosfatase Alcalina no tecido cardíaco. A- animais sedentários; B- animais exercitados. Legenda: 
controle (C), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de 
tumor suplementados com leucina (WL), animais exercitados (CE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados 
(WE), animais suplementados com leucina exercitados (LE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados e 
suplementados com leucina (WLE). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde a P<0,05 em 
relação ao grupo C; ϕ Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo L; # Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo CE. 
Figura 30: Atividade da Quimiotripsina no tecido cardíaco. A- animais sedentários; B- animais exercitados. Legenda: 
controle (C), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de 
tumor suplementados com leucina (WL), animais exercitados (CE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados 
(WE), animais suplementados com leucina exercitados (LE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados e 
suplementados com leucina (WLE). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde a P<0,05 em 
relação ao grupo C; ϕ Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo L; # Corresponde a P<0,05 em relação a CE; & 
Corresponde a P<0,05 em relação a W; @ Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo WL. 
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Para avaliar o processo catabólico via lisossomal no tecido miocárdico 
analisamos as catepsinas B e H.  
Ao se observar a análise da catepsina B (Figura 31) notou-se a redução 
significativa desta enzima nos animais portadores de tumor e suplementados com 
leucina (WL) quando comparados com aos grupos controle (C) e tumor (W) (Figura 
31A). Ao se observar os animais exercitados (Figura 31B), notou-se intensa redução 
quando comparados aos grupos sedentários em sua maioria (CE ≠ C, L e W; LE ≠ C, 
CE, L e W; WE e WLE são ≠ C, CE, L, W, WL), observando que a associação de 
exercício físico e suplementação nutricional foi eficiente na redução desta enzima 
envolvida no processo catabólico. 
 
 
 
 
 
 
Na catepsina H, quando comparamos os grupos sedentários, observamos que não 
houve diferença estatística entre os grupos (Figura 32A). Os animais exercitados 
mostraram expressiva redução (P<0,05) da catepsina H quando comparados aos animais 
sedentários (CE ≠ C, L e W; enquanto LE, WE e WLE são ≠ C, L, W e WL) (Figura 
32). Não encontramos diferenças estatísticas entre os grupos exercitados (Figura 32B), 
porém a associação de dieta rica em leucina e exercício foi eficiente na redução desta 
enzima. 
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Figura 31: Atividade da Catepsina B no tecido cardíaco. A- animais sedentários; B- animais exercitados. Legenda: 
controle (C), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de 
tumor suplementados com leucina (WL), animais exercitados (CE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados 
(WE), animais suplementados com leucina exercitados (LE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados e 
suplementados com leucina (WLE). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde a P<0,05 em 
relação ao grupo C; ϕ Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo L; # Corresponde a P<0,05 em relação a CE; & 
Corresponde a P<0,05 em relação a W; @ Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo WL. 
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Quando analisamos a enzima calpaína (responsável pela atividade catabólica 
dependente de cálcio) não encontramos diferenças estatísticas entre os grupos 
sedentários (Figura 33A). Notamos redução significativa no grupo portador de tumor 
exercitado e suplementado com leucina (WLE) quando comparado ao grupo controle 
exercitado (CE) (Figura 33B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sabe-se que por se tratar de um tumor de crescimento rápido e muito agressivo, 
que a taxa de sobrevida dos animais portadores de tumor de Walker-256 é de cerca de 
21 dias após a inoculação tumoral. Apesar dos dados apontarem prejuízo no 
metabolismo destes animais caquéticos e também pequena diferença quanto ao grupo W 
(media de 18,3 dias de sobrevida) em relação ao WL (media de 20,4 dias), WE (19,1 
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Figura 32: Atividade da Catepsina H no tecido cardíaco. A- animais sedentários; B- animais exercitados. Legenda: 
controle (C), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de 
tumor suplementados com leucina (WL), animais exercitados (CE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados 
(WE), animais suplementados com leucina exercitados (LE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados e 
suplementados com leucina (WLE). Resultados expressos em média + erro padrão da média. * Corresponde a P<0,05 em 
relação ao grupo C; ϕ Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo L; & Corresponde a P<0,05 em relação a W; @ 
Corresponde a P<0,05 em relação ao grupo WL. 
 
Figura 33: Atividade da Calpaína no tecido cardíaco. A- animais sedentários; B- animais exercitados. Legenda: controle 
(C), portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), animais suplementados com leucina (L), portadores de tumor 
suplementados com leucina (WL), animais exercitados (CE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados (WE), 
animais suplementados com leucina exercitados (LE), portadores de tumor de Walker 256 exercitados e suplementados 
com leucina (WLE). Resultados expressos em média + erro padrão da média. # Corresponde a P<0,05 em relação ao 
grupo CE. 
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dias) e WLE (19,4 dias), não encontramos diferenças significativas na comparação do 
tempo de sobrevida entre os grupos com tumor (Figura 34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. DISCUSSÃO 
 
A evolução do câncer causa alterações fisiológicas importantes dependendo do 
estágio, evolução e início do desenvolvimento da doença, além do estado nutricional do 
hospedeiro. Como já é conhecido pela literatura, o estado de caquexia, principalmente 
relacionada à evolução tumoral, promove alterações metabólicas, hormonais, 
inflamação sistêmica, ocasionando intenso catabolismo e dispêndio energético, o que 
leva à morte prematura da maioria dos pacientes (TISDALE, 2009; ARGILÉS et al., 
2012). 
No presente trabalho, demonstramos que apesar de pesquisas mostrarem que a 
síndrome caquexia no câncer leva à espoliação da proteína do músculo esquelético 
(SALOMÃO et al, 2010; TIAN et al, 2010; TISDALE, 2009), e que a suplementação 
com aminoácidos de cadeia ramificada, especialmente leucina, pode minimizar esta 
alteração (SALOMÃO et al., 2010), mais estudos são necessários para elucidar se o 
câncer-caquexia leva a prejuízos no tecido cardíaco e quais os mecanismos pelo qual a 
leucina pode contribuir para modular este processo. Por outro lado, o exercício físico, 
quando em intensidade moderada, é recomendado para pacientes no quadro de 
caquexia, tanto no câncer quanto na insuficiência cardíaca, como tratamento 
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Figura 34: Sobrevida dos animais portadores de tumor de Walker 256 em dias após o inóculo de células tumorais. 
Legenda: portadores de tumor de Walker 256 sedentário (W), portadores de tumor de Walker 256 exercitados (WE), 
portadores de tumor de Walker 256 suplementados com leucina (WL), portadores de tumor de Walker 256 exercitados e 
suplementados com leucina (WLE). Resultados expressos em média + erro padrão da média.  
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coadjuvante (ALVES et al., 2015). O exercício físico, quando bem supervisionado, 
pode ser uma alternativa no tratamento coadjuvante da caquexia no câncer, pelo fato de 
restabelecer alguns parâmetros bioquímicos e metabólicos, desviando a oferta de 
nutrientes para os tecidos hospedeiros em detrimento do crescimento tumoral, e 
consequentemente reduzindo sua massa, além de preservar a massa corpórea, 
principalmente pelo fato de estimular a síntese proteica (SALOMÃO et al., 2010; 
SALOMÃO & GOMES-MARCONDES, 2012).  
O tumor de Walker-256 é um modelo experimental que é bastante estudado e 
pode nos proporcionar resultados que de certo modo podem ser extrapolados para o 
quadro câncer caquexia encontrado nos humanos. Assim, nosso estudo tem grande 
importância quanto a relevância translacional no aprofundamento dos mecanismos 
moleculares e bioquímicos, que possam ampliar as estratégias terapêuticas na patologia 
do câncer. 
No presente trabalho verificamos que o crescimento tumoral influenciou a 
evolução de peso corpóreo dos animais, e que a redução da evolução de peso mais 
evidente ocorreu no grupo implantado com tumor sedentário (W). Por outro lado, 
verificamos também que os efeitos modulatórios do exercício físico leve, já os animais 
com tumor exercitados (WE), essa redução foi menos acentuada e os animais 
suplementados com leucina (WL e WLE) apresentaram manutenção do peso corpóreo. 
Além disso, como proposta inicial desse trabalho, verificamos também, redução no peso 
relativo do tumor nos grupos exercitados e/ou suplementados com leucina (decréscimo 
em aproximadamente 35% nos WE, 28%WL e 47%WLE) em relação ao grupo W. Esse 
resultado indica que, quando associamos exercício físico à suplementação com leucina, 
essa redução foi ainda mais evidente, sendo quase 50% menor no grupo WLE; assim 
podemos sugerir que houve importante efeito desses tratamentos – nutrição e exercício 
– sobre a evolução tumoral, melhorando assim a condição do hospedeiro. Dessa forma, 
a suplementação nutricional com leucina e/ou exercício contribuíram de forma positiva 
para redução dos sintomas ocasionados pela caquexia provocada pelo desenvolvimento 
tumoral.  
A taxa metabólica de um indivíduo reflete basicamente o balanço do dispêndio 
energético para provimento do equilíbrio das funções vitais e de atividades do 
organismo. Assim, quando há aumento ou diminuição da taxa metabólica pode-se 
inferir que essas situações estão diretamente relacionadas ao estado fisiológico do 
organismo, associada ou não ao anabolismo ou também ao catabolismo. Desse modo, 
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observando a taxa metabólica dos animais experimentais, no grupo sedentário portador 
de tumor – W – a taxa metabólica reduzida pode estar relacionada à redução do 
anabolismo associado ou não a redução do catabolismo, numa tentativa de preservar a 
sobrevida do hospedeiro, já que esse dispêndio energético possivelmente estava 
direcionado ao metabolismo tumoral, refletindo em mais de 23% de massa tumoral em 
relação ao peso do hospedeiro. Por outro lado, pudemos observar que os grupos 
portadores de tumor exercitados e suplementados com leucina exercitados (WE e WLE) 
tiveram aumento em mais de 30% na taxa metabólica em relação ao grupo portador de 
tumor sedentário (W), provavelmente pelo aumento da demanda energética necessária 
para manutenção da homeostasia corpórea, associada ao aumento da síntese proteica 
estimulada pela ação do exercício e suplementação de leucina, já que a massa tumoral 
nesses grupos foi menor.  
Em paralelo, em função dos efeitos da neoplasia, a massa corpórea magra 
apresentou-se reduzida em todos os grupos W, WE, WL e WLE em relação aos animais 
sem tumor (C, CE, L e LE). Entretanto, tanto a suplementação nutricional quanto o 
exercício físico podem produzir benefícios, como comparando-se os grupos com tumor 
entre si, a massa corpórea magra no grupo WLE foi maior em 12,5% quando comparada 
ao WE. Em suma, deve-se ressaltar que o tratamento nutricional com leucina e exercício 
físico (grupo WLE) foi bastante efetivo em manter a evolução do peso corpóreo, 
aumentar a taxa metabólica corporal, desviando assim a oferta de nutrientes, que 
proveria o crescimento tumoral (menor peso do tumor), para melhorar a massa corpórea 
magra, quando comparado com os animais sedentários e não suplementados (W), 
prevenindo assim os danos causados pela caquexia nesses animais. 
A sinalização da síntese proteica muscular esquelética através da mTOR é 
ativada por aminoácidos, insulina e fatores de crescimentos. Assim, esse processo pode 
ser prejudicado pela deficiência de nutrientes ou energia (WANG & PROUD, 2006), em 
geral decorrente da evolução de patologias como o câncer, onde o déficit energético é 
muito alto associado à alteração do turnover de proteína muscular esquelética 
(BARACOS & MACKENZIE, 2006).  
Os mecanismos pelo qual a atividade física aumenta o processo de síntese 
proteica muscular ainda estão sendo estudados para melhores esclarecimentos sobre as 
vias de sinalização; porém existem algumas evidências de que a via da AKT-mTOR-
p70S6K está ativa, principalmente dependendo do tipo de exercício físico (MASCHER 
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et al., 2011). Embora, alguns estudos não relatem aumento da fosforilação da 
p70S6kinase em exercício de resistência (MASCHER et al., 2011). 
Dentre os aminoácidos essenciais e de cadeia ramificada, a leucina é 
exclusivamente reguladora da síntese de proteínas no músculo esquelético (WANG & 
PROUD, 2006). Os aminoácidos não estimulam diretamente a fosfatidilinositol-3 
quinase (PI3-kinase) ou Akt/PKB, indicando assim, que as vias de sinalização para a 
síntese de proteínas ativadas pela insulina e fatores de crescimento, podem também ser 
mediadas por efeitos indiretos através de vias paralelas ativadas pelos aminoácidos 
(WANG & PROUD, 2006). Alternativamente, a leucina ativa a proteína p70S6Kinase e 
inativa a tradução do fator de iniciação eucariótico 4E-BP1 (fator Ei4E proteína ligante) 
através do aumento da fosforilação dessas proteínas, tanto in vitro como in vivo, através 
da ativação da mTOR (VARY et al., 2005; MEMMOTT & DENNIS, 2009). 
Como a mTOR é ativada por sinais mitogênicos como energia intracelular e 
também por nutrientes como aminoácidos, basicamente temos a sinalização celular 
envolvendo a Akt/PKB diretamente, ou temos também a ativação indiretamente pela 
Erk/MAPKinase, que inibe o complexo TSC2, que por sua vez inibiria a Rheb, que tem 
como função estimular a mTOR (MEMMOTT & DENNIS, 2009). É importante 
ressaltarmos que a mTOR é ativada independentemente dessas vias, mencionadas 
acima, sendo então ativada por outros sinais como os aminoácidos que atuam ativando 
proteínas da família das GTPases e também fosfolipase, mas também através da 
ativação da MAP4K3 (MEMMOTT & DENNIS, 2009; GLYNN et al., 2010; 
APPUHAMY et al., 2012). 
Assim, corroborando com esses fatos, a musculatura de ratos treinados (CE) 
mostrou aumento significativo da fosforilação da mTOR em relação aos animais 
sedentários (grupo C, W e WL), seguido de aumento da p70S6K fosforilada , sugerindo 
então aumento da ativação dessa via mTOR/p70S6K, fato esse também suportado pelo 
aumento da concentração de IRS-1, via ativada pela insulina, nesses animais. Além 
disso, também encontramos aumento da expressão de fatores de iniciação eucarióticos, 
proteínas chaves como o eIF2α, eIF5 e razão entre eIF4G/4EBP-1, sugerindo aumento 
do processo de síntese proteica. Esses dados mostraram-nos que a via de sinalização da 
síntese de proteína muscular ativada pela mTOR estava aumentada no exercício.  
Como verificado por COFFEY e colaboradores (2006), homens que praticaram 
sessão única de exercício de resistência em bicicletas durante 60 minutos não 
apresentaram diferença na fosforilação da p70S6K, 3 horas após o exercício, quando 
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comparados ao período de repouso. Existem diferenças fundamentais entre tipo, 
frequência e intensidade de exercício em relação a ativação da via de transdução de 
sinal e regulação da tradução do mRNA (WILLIAMSON et al., 2006). Já em nosso 
trabalho, ao contrário do que foi verificado por COFFEY e colaboradores (2006), 
observamos a elevação na proteína p70S6K fosforilada nos animais exercitados em 
relação aos demais grupos.  
Outras duas vias de sinalização, pela qual a mTOR é regulada, são Akt/PKB e 
Erk/MapKinase. A Akt/PKB pode ativar a mTOR direta e, também, indiretamente. A 
Erk está relacionada com a formação de fibras musculares lentas e inibição da formação 
de fibras musculares rápidas, embora ambas as formas de fibras de contração estejam 
associadas com aumento transitório na fosforilação da Erk, imediatamente após 
exercício, e retorno aos valores de repouso após 3 horas de recuperação (COFFEY et 
al., 2006).  
Quanto aos grupos suplementados com leucina não observamos aumento efetivo 
da via mTOR, embora tenhamos verificado tendência, pois proteínas chaves dessa via 
de sinalização bem como os fatores de iniciação, tenderam ao aumento, nesses animais 
(L, LE e também naqueles animais portadores de tumor WL, WE e WLE). Esperávamos 
dados mais expressivos da ativação da via mTOR, pois em outros experimentos 
verificamos aumento efetivo da síntese proteica, com balanço positivo proteico, 
principalmente nos animais portadores de tumor, submetidos a suplementação 
nutricional com leucina, e também naqueles animais exercitados. Porém, ressaltamos 
que encontramos valores significativos, sugerindo aumento efetivo dessa sinalização 
quando avaliamos as proteínas STAT3 e os fatores de iniciação eIF5, eIF4G e razão 
eIF4G/4EBP-1 que foram aumentadas nos grupos WL, WE e WLE, sugerindo então os 
efeitos positivos do exercício e da suplementação nutricional com leucina. 
O processo de síntese proteica envolve muitos fatores de iniciação eucariótico 
(eIFs), que estão envolvidos no complexo processo de múltiplos estágios da síntese 
proteica (WANG & PROUD, 2006). A primeira etapa envolve associação da 
subunidade 40S ribossomal com eIF2 e GTP para formar o complexo ternário (eIF2-
GTP-Met-tRNA) com eIF2α, sendo alvo-chave na regulação transducional 
(VENTRUCCI et al., 2007). Assim, a redução significativa da eIF2α nos animais com 
tumor W, sugere provável inibição da tradução da síntese proteica em relação aos 
demais grupos experimentais. Já o eIF5, que atua como fator catalítico para muitos 
fatores de tradução, liberando eIF2-GDP para met-tRNA, em seguida, uma vez que o 
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complexo eIF2-GDP é liberado, pode participar em subsequentes processos de 
iniciação, promovendo a reciclagem do GDP, sendo trocado por GTP antes da formação 
do complexo eIF2-GTP-met-tRNA (VENTRUCCI et al., 2007). Embora, não tenhamos 
observado diferenças estatísticas na expressão gênica da eIF5 entre os grupos 
experimentais, o aumento da expressão desse fator especificamente no grupo WLE 
sugere desse modo o efeito positivo da associação entre exercício e suplementação 
nutricional, sendo essa observação estendida para os grupos WL e WE. 
Também, já mencionado anteriormente, a mTOR tem função primordial na 
fosforilação do fator de iniciação eucariótico eIF4E ligado à proteínas-1 (4E-BP1) e da 
proteína ribossomal S6 quinase-1 (S6K1). Assim, quando o fator 4E-BP1 está ligado ao 
eIF4E, impede a sua ligação ao eIF4G para formar o complexo eIF4F. Desse modo, a 
fosforilação do 4E-BP1 pela mTOR permite fosforilações subsequentes por outras 
quinases, que acabam por resultar na liberação da 4E-BP1 do complexo inativo 4E-
BP1-eIF4E, permitindo assim a ligação do eIF4E ao eIF4G e formação do complexo 
ativo eIF4F (WILLIAMSON et al., 2006). Durante o início da tradução, o eIF4F liga-se 
ao mRNA através da associação de eIF4E com a estrutura cap m7GTP do mRNA. O 
complexo eIF4F-mRNA, então, liga-se à subunidade ribossômica 40S através da 
associação de eIF4G com o complexo subunidade ribossômica 40S-eIF3. Assim, o 
aumento, embora não significativo, do gene da 4E-BP1 nos animais com tumor, 
suplementados com leucina ou não, exercitados e sedentários (W, WE, WL e WLE), 
sugere que houve, provavelmente, maior disponibilidade do fator 4E-BP1, nesses 
animais com tumor, significando maior ligação com o fator eIF4E, dessa forma 
tornando esse complexo inativo e, consequentemente, impedindo a formação do 
complexo ribossômico 80S e a tradução da síntese proteica.  
Porém, em contrapartida, a redução da razão entre eIF4G/4E-BP1 apenas nos 
animais com tumor (W), em relação aos demais grupos, sugere que houve maior 
formação do complexo 4E-BP1-eIF4E e com isso corrobora com a inibição da formação 
do complexo 80S e inibição da síntese proteica apenas nesses animais sedentários com 
tumor (W). Por outro lado, os valores similares ou aumento da razão entre eIF4G/4E-
BP1 na condição experimental – suplementação nutricional com leucina e exercício 
físico – modulou o processo da tradução da síntese proteica muscular, melhorando 
assim a resposta do hospedeiro frente a evolução tumoral.  
A ativação da via Akt/PKB também representa ativação da síntese proteica; 
entretanto, nossos resultados não mostraram diferença significativa entre os grupos com 
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relação a Akt/PKB total, embora, a expressão gênica da Akt apresentou-se aumentada 
na maioria dos grupos (CE, W, WE, L, LE WL e WLE) em relação ao grupo controle 
(C), não observamos diferenças entre os grupos. Paralelamente, a redução da 
fosforilação da Akt/PKB nos grupos portadores de tumor (W, WE, LE e WLE), sugere 
sim que essa via esta alterada em função da presença da neoplasia, independente do 
esquema nutricional ou exercício. Por outro lado, esse resultado condiz com a não 
alteração do substrato do receptor de insulina IRS-1 fosforilado e a diminuição na sua 
forma total no grupo com tumor W, sugerindo a possível inibição da síntese proteica na 
musculatura desses animais. Em contrapartida, nos grupos treinados e suplementados 
com leucina, a não alteração do IRS-1, regulador upstream da via da Akt/PKB, 
provavelmente sugere que a via da Akt/PKB-mTOR não está ativa nessas condições – 
exercício e/ou associado à suplementação de leucina – uma vez que, a síntese proteica 
estimulada pela leucina, nesses grupos, possivelmente foi independe de insulina.  
A Erk fosforilada foi reduzida nos grupos exercitados e suplementados com 
leucina LE e WLE em relação aos grupos controles C e CE, apesar da atividade física – 
a natação – recrutar fibras do tipo 1, de contração lenta; nesse estudo o exercício não 
proporcionou ativação dessa via, provavelmente, pelo fato relatado por COFFEY e 
colaboradores (2006), que após 3 horas de recuperação de exercício de resistência, há 
retorno ao seus valores de repouso. Em determinadas condições fisiológicas, a Erk é 
ativada e consequentemente ocorre a ativação do fator de transcrição nuclear kappa B 
(NFκB) (CHOI et al., 2013). Sabe-se que estimulação por citocinas pro-inflamatórias 
podem favorecer o estímulo da via NFκB (e vice-versa) e que o exercício físico 
moderado/crônico proporciona redução de citocinas como TNF-α, por exemplo, NFκB e 
IKK circulante (SILVA et al., 2010), sendo uma alternativa para redução de processo 
inflamatório. Dessa forma, o aumento da proteína NFκB fosforilada na maioria dos 
grupos (CE, W, WE, L, WL e WLE) em relação ao grupo controle C, possivelmente 
está relacionado ao estado inflamatório induzido pela presença tumoral, exercendo seus 
efeitos espoliativos, ou exercício que, de certo modo, pode recuperar a atividade dessa 
massa muscular sob os efeitos danosos do crescimento tumoral. No entanto, verificamos 
possível diminuição da ativação da via de NFκB, quando focamos para a redução em 
cerca de 69% de IKK total nos animais leucina exercitados WLE, em relação ao grupo 
com tumor sedentário W, sugerindo desse modo que o exercício físico associado a 
leucina pode ser uma alternativa para redução do processo inflamatório que ocorre na 
musculatura esquelética, durante o desenvolvimento tumoral.  
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A ativação das proteínas transdutoras de sinal e ativadoras da transcrição gênica 
é comumente induzida por muitas citocinas inflamatórias e fatores de crescimento, com 
recentes evidências do envolvimento na regeneração do músculo esquelético 
(TRENERRY, 2008). . A Erk também ativa outras proteínas da família MAPkinase, 
como as proteínas JNK (c-JunNH2-terminalquinase), que são ativadas também por 
estresse e p38, sendo reguladas de maneira extracelular. Vários estudos revelaram que 
as quinases JNKs atuam em diversos processos celulares, incluindo morte celular 
programada, diferenciação celular, regulação negativa da sinalização pela insulina, 
controle do deposito de gordura, migração celular, entre outros processos. Assim, JNKs 
abrem novos estudos para o desenvolvimento de fármacos para importantes áreas da 
clinica, como inflamação, diabetes e inclusive no caso da presença de câncer (KARIN 
& GALLAGHER 2005, HAEUSGEN et al., 2011; PAPACHRISTOU et al., 2009).  
Estudos têm identificado o papel exercido pelas STATs na regulação da 
proliferação, diferenciação e sobrevida celular. Entretanto, a atividade dessas proteínas 
STATs é regulada negativamente por diferentes mecanismos, nos quais incluem 
modificações covalentes, interação proteína-proteína com proteína regulatórias 
negativas e pelas proteases dos processos proteolíticos. Alguns estudos já identificaram 
que as proteases cisteína e calpaína, dentre outras proteases serinas, ainda não 
identificadas, no processo proteolítico das proteínas STATS, clivam essas STATs 
ativando-as nos processos inflamatórios. Alguns estudos mostraram que a STAT3, 
através da IL-6, foi a mediadora da resistência periférica a insulina. As formas STAT3 e 
STAT6, entre outras, já foram identificadas em diferentes contextos celulares e 
processos biológicos, porém ainda não foi identificado o real papel dessas proteínas em 
relação a sua atividade biológica e quais os mecanismos de regulação dessas STATs 
(KARIN & GALLAGHER 2005, HAEUSGEN et al., 2011, PAPACHRISTOU et al. 
2009, MARTINAEU & GARDINER, 2001). Por outro lado, alguns estudos mostraram 
a ativação dessas STATs em várias patologias, inclusive o câncer. O aumento 
significativo da STAT3 total e fosforilada nos grupos com tumor (W e WE) associado 
também elevação da JNK total nos grupos W e WLE, corrobora com a literatura, 
sugerindo assim ativação do processo inflamatório. Por outro lado, a STAT6 fosforilada 
(ativa) reduzida no grupo W em associação a essas variações das STAT3 e JNK, 
possivelmente culminou em efeitos negativos para a musculatura do hospedeiro. Já nos 
outros grupos WE, WL ou WLE, houve menor aumento da expressão dessas proteínas 
sinalizadoras em relação aos dados verificados no grupo W, principalmente quando 
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houve suplementação com leucina em associação ou não com exercício físico. Essas 
observações sugerem que nos animais com tumor (W) quando comparados aos grupos 
C, CE e L, essas variações nessas proteínas de sinalização da transcrição estão 
relacionadas aos prejuízos produzidos pela caquexia, principalmente no músculo 
esquelético. 
Erk e JNK também podem ser ativadas por vários fatores de estresse, 
relacionados com a ativação das proteínas de choque térmico (HSP) (KIM et al, 2015). 
As HSPs (heat shock proteins) são moléculas que agem como chaperonas em condições 
de estresse, como o câncer, por exemplo (YANG et al., 2015). A literatura mostra que o 
aumento intracelular dessas proteínas está diretamente relacionado com o processo de 
carcinogênese, pelo fato de estarem aumentadas na superfície de vários tipos de tumores 
humanos, como o câncer de hepatócitos (YANG et al., 2015). A resposta ao choque 
térmico é um dos mecanismos mais eficientes na proteção e conservação celular, onde 
por possuírem vários papéis importantes regulam o metabolismo celular, incluindo 
glicólise e metabolismo proteico, além de regular as vias de sinalização como a NFκB, 
PI3-K-AKT-MTOR e MAPKinase (JIANG et al., 2015).  
Uma das características que faz com que o treinamento físico exerça efeitos anti-
inflamatórios no organismo e, principalmente, na musculatura, se deve ao fato do 
aumento do estoque intramuscular de HSPs (principalmente HSP60 e HSP70) e a 
liberação dessas proteínas para a circulação durante o período de treinamento (FLYNN 
et al., 2007). As HSPs são nomeadas de acordo com sua massa molecular (HSP90, 
HSP70, HSP60 e HSP27) sendo que a HSPa4 é uma subunidade da HSP70 (PARK et 
al., 2015). Assim, o fato dos nossos dados demonstrarem aumento de HSPa4 na 
musculatura esquelética dos grupos CE, W, WE, L, LE, WL e WLE sugerem possível 
efeito anti-inflamatório do exercício físico e suplementação com leucina. Quanto ao 
aumento de HSP encontrado nos grupos portadores de tumor, focando-se 
principalmente para os grupos WE, WL e WLE, deve-se provavelmente por conta do 
estresse induzido pela presença tumoral (liberação de citocinas e fatores catabólicos) e 
pelo exercício físico, principalmente na fase pré-agônica, quando a atividade física se 
torna cada vez mais limitada. Esse resultado é muito importante, visto que as proteínas 
de choque térmico previnem a ação de fatores catabólicos, como a ação de 
glicocorticoides na musculatura (NICOLINI et al., 2013). Assim, a presença do tumor 
causa intenso processo deletério à musculatura esquelética, porém, quando associado ao 
exercício e/ou suplementação nutricional (WE, WL e WLE), a orquestração de todas as 
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proteínas de sinalização celular para a via de síntese proteína estava direcionada a 
efeitos positivos de ativação para manutenção do anabolismo (em função dos efeitos 
sobre peso corpóreo, taxa metabólica e composição corpórea) em detrimento do 
catabolismo. 
Vários estudos têm mostrado que a caquexia no câncer afeta o tecido cardíaco 
(HINCH et al., 2013; SPRINGER et al., 2013; TIAN et al., 2010). Além disso, após 
longos anos trabalhando com modelo de câncer-caquexia, observamos eventos como 
morte súbita dos animais, mesmo antes da detecção do estado caquético. Assim, a 
avaliação da atividade da musculatura cardíaca frente ao quadro de câncer-caquexia, 
suplementação nutricional de leucina e exercício físico é de extrema importância para 
compreendermos como essa musculatura pode estar sendo afetada e recuperada após o 
tratamento.  
A avaliação do eletrocardiograma pode direcionar variações de parâmetros como 
intervalo QT corrigido pela frequência cardíaca (QT-c), amplitude de onda T e 
frequência cardíaca para diagnósticos da função cardiovascular. Desse modo, vimos que 
o tumor prejudicou a função cardíaca, pois houve aumento do intervalo QT-c, associado 
ao aumento da área sobre a curva da onda T (principalmente no grupo W). Porem, nem 
a suplementação com leucina, nem o exercício físico tiveram impacto na prevenção da 
redução da frequência cardíaca. Por outro lado, a associação do exercício e a 
suplementação de leucina parecem ter efeito neste parâmetro apenas em animais 
saudáveis (LE), não sendo suficiente para prevenir os efeitos da presença tumoral 
(WLE). Estes dados sugerem falência cardíaca nos animais portadores de tumor. 
Por outro lado, o aumento do tempo da despolarização ventricular (QRS) com o 
aumento do tempo da repolarização (amplitude de onda T alta) pôde ser modulado com 
o tratamento com leucina, reduzindo provavelmente o risco de morte súbita e 
insuficiência cardíaca. No entanto, nem o exercício e nem a leucina associados tiveram 
efeito na presença tumoral. 
A busca e utilização de biomarcadores cardíacos têm aumentado 
consideravelmente, a fim de prever e detectar anormalidade antes da fase sintomática da 
doença (FLOREA & ANAND, 2012). Vários estudos já identificaram alguns 
biomarcadores relacionados com as principais doenças do coração, como infarto do 
miocárdio, insuficiência cardíaca, doença coronária, fibrose e inflamação. Alguns destes 
biomarcadores estão atualmente em uso na clínica e pesquisa (FLOREA & ANAND, 
2012). Entre eles, mieloperoxidase (MPO) e inibidor de tecido de metaloproteinases 
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(TIMP-1) estão geralmente relacionados ao dano tecidual provocado pelo processo 
inflamatório, que podem causar a disfunção cardíaca e outras cardiomiopatias. Além 
disso, o inibidor do ativador de plasminogênio 1 total (PAI-1 total) está relacionado 
com o risco de trombose e fibrose (FLOREA & ANAND, 2012; TAKESHITA et al., 
2004). Nesta linha de raciocínio, o importante aumento dos três marcadores analisados 
(MPO, TIMP-1, e PAI-1 total) nos animais portadores de tumores não tratados (W) e 
exercitados (WE) sugere falência cardíaca imposta pelo desenvolvimento do câncer, e 
que o exercício físico neste caso foi pouco efetivo na modulação desses efeitos.  
Em contrapartida, a suplementação com leucina (WL) indicou modulação do 
quadro já que houve ligeiro aumento da MPO e TIMP-1, porém apenas em comparação 
com o grupo L, sendo semelhantes aos valores de controle. Quando observamos o grupo 
WLE, o exercício físico parece impedir a atuação da leucina, elevando estes 
biomarcadores. Assim como em nosso trabalho onde a MPO está elevada em animais 
exercitados, BELCASTRO e colaboradores (1996) observaram elevação da MPO em 
diferentes tecidos em ratos submetidos ao exercício físico prolongado e não 
exclusivamente em músculo esquelético. 
A caquexia associada ao câncer é caracterizada pela inflamação crônica geral e 
estresse oxidativo (ARGILÉS et al., 2012; FEARON et al., 2013; TISDALE, 2009), 
assim o aumento do nível de MPO no tecido cardíaco, indicativo de estresse oxidativo, 
pode induzir alterações no miocárdio observado apenas em ratos portadores de tumor. 
Os neutrófilos são responsáveis por liberar MPO, o que prejudica o relaxamento 
endotelial induzida por NO (óxido nítrico), submetendo assim o miocárdio a doença 
arterial, isquemia e infarto do miocárdio como mostrado por outros pesquisadores 
(ANATOLIOTAKIS et al., 2013;. HO et al., 2013; LORIA et al., 2008). Neste caso, a 
dieta rica em leucina pode ter agido com maior efeito na sinalização celular que 
minimizou a liberação de MPO e melhorou alguns parâmetros do miocárdio nos grupos 
WL e WLE. 
Tanto o tecido tumoral quanto o tecido hospedeiro podem produzir citocinas que 
atuam em vários tecidos alvos (a partir de miócitos e células endoteliais para os 
neurônios), ocasionando uma cascata complexa de respostas biológicas, incluindo o 
estresse oxidativo responsável pela perda de massa associada com a caquexia, também 
observada no tecido cardíaco (ARGILÉS et al., 2012; FEARON et al., 2013; HINCH et 
al., 2013; TIAN et al., 2010; TISDALE, 2009). Além disso, pelo fato da leucina ser 
essencialmente necessária para a síntese de proteínas, número cada vez maior de 
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estudos sugere que a terapia de suplementação de leucina pode atenuar os efeitos 
catabólicos e anti-anabólicos da inflamação gerada pela caquexia no câncer 
(BARACOS & MACKENZIE, 2006; CHEVALIER & WINTER, 2014; PETERS et al., 
2011). Pelo fato da MPO ser um biomarcador de estresse oxidativo associado também 
com a inflamação, a manutenção dos níveis deste biomarcador, observada no grupo que 
possui o tumor tratado com leucina (WL), sugere que leucina pode provavelmente 
contribuir tanto para a redução do estado inflamatório cardíaco, bem como o estresse 
oxidativo. 
Paralelamente, o aumento dos níveis do biomarcador TIMP-1 reflete processo de 
remodelação patológica do miocárdio durante síndromes de insuficiência cardíaca 
(FLOREA & ANAND, 2012). Além disso, este biomarcador também está relacionado 
com a inflamação, uma vez que é sintetizado em resposta a citocinas pró-inflamatórias 
(CAVOSOGLU et al., 2006 ). O TIMP-1 por estar associado com insuficiência cardíaca 
aguda pode ser apontado como fator independente preditivo de infarto do miocárdio e 
morte em pacientes com doenças coronárias (CAVOSOGLU et al., 2006; 
GOLDBERGOVA et al., 2012). Assim, mais uma vez, o tratamento leucina parece 
reduzir o processo inflamatório no tecido cardíaco, principalmente quando comparamos 
com os animais W e WE não tratados com leucina que apresentaram aumento 
significativo nos níveis deste biomarcador, principalmente quando observamos a 
associação de exercício e tumor.  
Associando-se os dados do biomarcador TIMP-1 e QT-c, sabendo que (1) o 
câncer-caquexia pode resultar em espoliação cardíaca, dilatação do coração e 
diminuição da espessura da parede (BORGES et al., 2014a; SPRINGER et al., 2013), 
(2) aumento nos níveis de TIMP-1 foram encontrados em amostras de coração de cães 
com doença cardíaca e cardiomiopatias (ZHANG et al., 2008), e (3) é bem estabelecido 
que o aumento no intervalo QT (QT-c) pode ser relacionado com cardiomiopatias 
dilatadas ou hipertrofia e risco de morte súbita; temos duas ferramentas poderosas que 
sugerem que os ratos portadores de tumor não tratados (W) foram mais propensos a 
sofrer insuficiência cardíaca e/ou morte súbita (BORGES et al, 2014a; GROARKE et 
al., 2013; SPRINGER et al., 2013). 
Finalmente, o biomarcador envolvido no sistema de fibrinólise, o PAI-1 total foi 
encontrado em níveis altos nos animais portadores de tumor, sendo não somente um 
fator independente no prognóstico de insuficiência cardíaca após infarto do miocárdio, 
mas também o biomarcador que indica doenças coronárias e trombolíticas, sendo de 
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valiosa predição de eventos isquêmicos subsequentes (AKKUS et al., 2009; COLLET et 
al., 2003; GURFINKEL et al., 1994). A leucina parece reduzir a liberação deste 
biomarcador, como observado nos animais tratados sedentários (WL) em relação aos 
não tratados (W), mas não quando houve associação da suplementação e o exercício 
(WLE). Isto se deve provavelmente pela ação do exercício físico juntamente com o 
tumor, já que os animais portadores de tumor exercitados (WE) apresentaram níveis 
exacerbados de PAI-1 total quando comparados aos sedentários (W). 
Outra sugestão de que a leucina pode atenuar os processos que ocorrem no 
coração em resposta a caquexia no câncer, consiste no fato de que foi observado 
aumento da amplitude da onda T, especialmente no grupo não tratado, que é 
regularmente associada à isquemia, com aumento concomitante de MPO e de PAI-1 
total em ratos portadores de tumores não tratados, envolvidos em vias distintas que 
podem levar à ocorrência de isquemia (ANATOLIOTAKIS et al., 2013; GURFINKEL 
et al., 1994). Além disso, já foi comprovado que o uso de aminoácidos de cadeia 
ramificada melhora a insuficiência de ratos com caquexia cardíaca (TANADA et al., 
2015). 
Resumindo, as alterações observadas em todos os três biomarcadores analisados 
sugerem que os grupo portadores de tumor não suplementados (W e WE) foram mais 
susceptíveis a ter alterações cardíacas relacionadas ao câncer-caquexia, como a fibrose e 
a atrofia (BORGES et al., 2014b; HINCH et al., 2013; TIAN et al., 2010, 2011), bem 
como trombose e isquemia. Por outro lado, nesse trabalho mostrou-se os efeitos 
bastante positivos da suplementação nutricional com leucina (WL), quanto a modulação 
dos efeitos deletérios do câncer; além disso, o exercício físico parece exacerbar a 
resposta aguda da caquexia no coração. Até a presente data, estas alterações cardíacas 
induzidas pelo câncer-caquexia ainda não foram foco de pesquisas. 
Xu e colaboradores demonstraram que a lesão cardíaca, ao nível da célula, em 
modelo de câncer-caquexia é muito mais grave do que o que é indicado pelo 
eletrocardiograma (XU et al., 2011). Além de demonstrarmos as alterações nos 
biomarcadores (MPO, TIMP-1 e PAI-1 total), sugerindo possíveis danos ao coração, 
também avaliamos as atividades de enzimas proteolíticas, para melhor entendimento da 
extensão dos danos no coração nos diferentes grupos experimentais.  
Trabalhos anteriores do nosso laboratório mostraram importante prejuízo no 
músculo esquelético em ratos portadores de tumor, com intenso aumento da atividade 
da enzima quimotripsina muscular, representando aumento da via ubiquitina-
67 
 
 
proteossomo (CRUZ & GOMES-MARCONDES, 2014; SALOMÃO & GOMES-
MARCONDES, 2012; SALOMÃO et al, 2010 e 2012; VENTRUCCI et al., 2004 e 
2007). 
Assim, o tecido do miocárdio também sofre os efeitos do crescimento do tumor 
aumentando a atividade da quimotripsina, indicando aumento da proteólise miocárdica. 
Paralelamente, o exercício físico parece ser capaz de beneficiar o miocárdio, reduzindo 
a atividade da quimotripsina no tecido cardíaco em todos os grupos exercitados; além 
disso, a suplementação nutricional com leucina foi benéfica reduzindo principalmente a 
atividade da fosfatase alcalina do coração em animais portadores de tumor tanto em 
sedentários, quanto exercitados (WL e WLE). Estas enzimas sugerem provável aumento 
da atividade proteolítica (maior atividade de quimotripsina) associado com a atividade 
celular mais elevada (aumento da atividade de fosfatase alcalina). No entanto, tanto o 
exercício quanto a suplementação nutricional de leucina possibilitaram individualmente 
a redução dessa atividade catabólica. 
Em pesquisas anteriores (GONÇALVES et al., 2013; SALOMÃO & GOMES-
MARCONDES, 2012; SALOMÃO et al., 2010 e 2012; VENTRUCCI et al., 2004 e 
2007) verificamos que a dieta rica em leucina promove aumento da atividade de 
quimotripsina na musculatura esquelética, e aqui vimos que quando associada ao 
exercício físico, a suplementação não exerce este mesmo efeito sendo o exercício talvez 
o maior responsável por esta ação. Apesar da presença do tumor, os grupos WL e WLE 
tiveram melhorias no tecido cardíaco, minimizando os efeitos de danos produzidos pelo 
desenvolvimento tumoral. Este dado corrobora com estudos que mostraram os 
benefícios produzidos por tratamento leucina na musculatura esquelética (BARACOS & 
MACKENZIE, 2006; ELEY et al., 2007; MIRZA et al., 2014; VENTRUCCI et al., 
2007; WHITEHOUSE et al., 2001). 
Alguns estudos têm demonstrado que a principal via proteolítica ativada durante 
a evolução do câncer é a via ubiquitina-proteossomo; portanto, o processo catabólico 
via lisossomal e via dependente de cálcio estão menos relacionadas à perda de massa 
muscular (FEARON et al., 2013; TISDALE , 2009). Desta forma, para constatar que 
estas vias possuem menos importância no processo catabólico do miocárdio, 
encontramos diminuição da atividade da catepsina B e H nos grupos portadores de 
tumor, mostrando que o exercício participa reduzindo a atividade destas enzimas como 
visto em todos os grupos exercitados, quando associados ou não a leucina; assim como 
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na atividade da calpaína, semelhante em todos os grupos sedentários e reduzida quando 
exercitados associados ou não a leucina (WL e WLE). 
A literatura mostra que o exercício físico aeróbio se destaca por ser uma das 
terapias mais efetivas na atenuação do desgaste da musculatura esquelética, além disso, 
o exercício físico de intensidade moderada é recomendado em pacientes cardiopatas 
(ALVES et al., 2015; VONA et al., 2009). Realmente como nossos dados de 
musculatura esquelética demonstram, o exercício atenua as alterações ocasionadas pelo 
desenvolvimento tumoral. No entanto, ao observamos nossos dados em relação ao 
tecido muscular cardíaco, verificamos certo comprometimento deste tecido, 
principalmente nos animais sedentários (W) e exercitados (WE) com aumento nos 
níveis dos biomarcadores e das enzimas proteoliticas. Assim, a administração de 
exercício físico como terapia alternativa em pacientes caquéticos deve ser cautelosa, 
respeitando principalmente o estado em que o paciente se encontra. 
Acreditamos que as alterações nos parâmetros de ECG e biomarcadores 
associados com o aumento da expressão via proteolítica demostraram as alterações 
cardíacas observadas nos grupos com tumores não tratados e que foram atenuadas pela 
suplementação de leucina. 
Resumindo, o aumento na via proteolítica e na expressão de biomarcadores 
seguidos por alterações no ECG podem indicar insuficiência cardíaca e risco de morte 
súbita, especialmente em ratos portadores de tumores não tratados (W) sedentários e/ou 
exercitados, sugerindo possível benefício da suplementação de leucina quando 
administrada como terapia alternativa, na função cardíaca de ratos caquéticos com 
tumor. 
Como apresentado tanto pela literatura, quanto pelo nosso trabalho, a caquexia 
no câncer leva a várias alterações, sendo a diminuição da musculatura esquelética 
associada com aumento da proteólise uma das principais características. Além disso, 
trouxemos a importância de analisar também a musculatura cardíaca também espoliada 
e possível falência cardíaca em decorrência do desenvolvimento tumoral.  
No entanto, avaliando-se a musculatura esquelética, o exercício físico e/ou a 
suplementação nutricional de leucina foram capazes de modular proteínas responsáveis 
pela sinalização da síntese proteica e fatores associados à proliferação, diferenciação e 
morte celular; colaborando para a melhora da caquexia presente nos animais portadores 
de carcinoma de Walker-256. 
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6. CONCLUSÕES 
 
Através dos resultados obtidos nesse trabalho, pudemos concluir que: 
O desenvolvimento do carcinoma de Walker-256 causa várias alterações 
metabólicas nos hospedeiros, condizentes com o quadro caquético observado em 
pacientes com tumores malignos, corroborando com a literatura. O tumor de Walker-
256 é um bom modelo experimental de caquexia.  
O treinamento de exercício físico aeróbico, de intensidade leve a moderada, 
apresenta efeito direto, agindo principalmente nos principais fatores efetores e 
mediadores da via de sinalização de síntese proteica muscular esquelética, 
consequentemente atenuando os sintomas da caquexia no câncer. Porém, o exercício 
físico exacerbou as respostas cardíacas em decorrência do desenvolvimento tumoral. 
O exercício físico, nas condições do presente trabalho, proporciona melhora do 
quadro caquético, além de promover diminuição do crescimento tumoral e estímulo para 
síntese proteica, entretanto, deve ser realizado acompanhamento do estado cardíaco 
durante o desenvolvimento tumoral para se avaliar a real necessidade de tal intervenção, 
extrapolando-se para as condições dos pacientes oncológicos. 
A suplementação de leucina também proporciona melhora da espoliação 
corpórea, colaborando na prevenção da perda de peso, durante a caquexia, além da 
prevenção de possível alteração funcional tanto da musculatura esquelética, quanto da 
musculatura cardíaca. Além disso, a dieta rica em leucina, na maioria dos casos, foi 
eficiente em atenuar os efeitos deletérios no tecido cardíaco, gerados pela progressão do 
tumor. Assim, durante o desenvolvimento tumoral a leucina pode contribuir não só para 
a preservação do músculo esquelético, mas também minimizar os danos do músculo 
cardíaco. 
A associação de exercício físico e suplementação nutricional de leucina, durante 
o desenvolvimento tumoral, proporciona de certa forma melhora na resposta aos 
possíveis fatores inflamatórios e catabólicos, melhorando assim a qualidade de vida do 
hospedeiro, pois proporcionou diminuição da espoliação corpórea. No entanto, para esta 
associação se tornar um dos principais métodos de terapia coadjuvante no tratamento do 
câncer-caquexia, ela deve ser bem supervisionada e estudada de acordo com cada caso 
clínico. 
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